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1 UVOD 
Naloga se navezuje na raziskovanje bolezni hmelja (Humulus lupulus L.), ki jo povzročajo 
viroidi, zato je en od ciljev naloge pridobiti nova znanja o njenih značilnostih, zlasti na 
nivoju viroidov, ki so prisotni v gostitelju. Domnevamo, da bi kasneje lahko le-ta 
predstavljala tudi podlago za razvoj obrambnih strategij, z namenom zaščite kulturne rastline 
hmelja. Na to temo je bilo narejenih že več raziskav, pri čemer jih je večina usmerjenih v 
identifikacijo oz. detekcijo viroidov v rastlini. Ena od bolj pomembnih za slovensko 
področje je raziskava iz leta 2015, kjer so Jakše in sod. (2015) s tehnologijo sekvenciranja 
naslednje generacije (angl. next-generation sequencing; NGS) potrdili okužbo hmelja z 
različnimi viroidi, med drugim tudi okužbo z viroidom razpokanosti skorje agrumov (angl. 
citrus bark cracking viroid; CBCVd). V sklopu projekta financiranega s strani ARRS (Javna 
agencija za raziskovalno dejavnost Republike Slovenije) z naslovom »Analiza odziva rastlin 
ob hkratnih okužbah viroidov in identifikacija odpornosti – L4-6809«, smo pridobili podatke 
RNA sekvenciranja rastlin hmelja okuženih s tremi viroidi in njihovimi kombinacijami. Na 
podlagi teh smo se odločili izvesti semi-kvantitativno analizo nivoja okužb novih vzorcev 
hmelja, ki so bili v sklopu omenjenega projekta okuženi z različnimi kombinacijami 
viroidov. Po pregledu literature, ki se navezuje na detekcijske in identifikacijske metode 
viroidnih okužb, smo se odločili za uporabo metode obratne transkripcije in verižne reakcije 
s polimerazo v realnem času (angl. reverse transcription polymerase chain reaction in real 
time; RT-qPCR), ki je ena od vodilnih kvantifikacijskih metod v bioloških vzorcih. Viroidi 
se v rastlini pojavljajo v (+) in (−) obliki, zato bomo poskusili poleg ocene relativne količine 
viroidov v rastlini, oceniti tudi delež obeh oblik, za kar domnevamo, da bo predstavljajo 
dodatno znanje o naravi podvojevanja viroidov v rastlini. Predvidevamo, da bomo lahko iz 
meritev relativnih količin podali oceno morebitnih medsebojnih vplivov med patogeni v 
rastlini, iz česar bomo poskusili izpeljati dodatne zaključke, pomembne za razumevanje 
interakcij patogen-rastlina oz. različni patogeni-rastlina. Glede na uspešnost metode RT-
qPCR za ta namen, bomo komentirali tudi njeno ustreznost za tovrstno analizo. Z 
bioinformatskimi orodji bomo obdelali tudi sekvenčne podatke iz RNA-seq eksperimenta 
ter jih predstavili z namenom primerjave z metodo RT-qPCR. Obe se uporabljata za 
kvantitativno analizo diferencialnega izražanja genov, vendar imata določene prednosti in 
slabosti, pri čemer je glavna prednost slednje standardiziranost in enostavna interpretacija 
meritev, saj je manj podvržena zunanjim vplivom.  
Naša prva hipoteza je, da bo skupna količina viroidov med različnimi biološkimi vzorci 
enaka, saj predvidevamo, da se viroidi razmnožijo, dokler ne dosežejo določene ravni 
akumulacije, ki je omejena s trenutno biološko kapaciteto rastline. Pri drugi hipotezi pa 
domnevamo, da količina posameznih viroidov med različnimi biološkimi vzorci ne bo 
enaka, kajti verjetno ob dvojni ali trojni okužbi prihaja do medsebojnih vplivov patogenov. 
V sklopu tretje hipoteze pa domnevamo, da bo glede na naravno razmnoževanja viroidov, 
količina pozitivno orientirane oblike viroida višja od negativne, saj je funkcija slednje le 
vmesna stopnja v procesu podvojevanja, zrela oz. aktivna oblika pa je pozitivno orientirano 
zaporedje. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SPLOŠNO O VIROIDIH IN VIROIDNIH BOLEZNIH 
Viroidi so prve majhne molekule RNA v zgodovini biologije za katere so odkrili, da ne 
kodirajo nobenih proteinov (Diener, 1971), zaradi česar morajo za svoje biološke funkcije 
izkoristiti proteine gostitelja (Steger in Riesner, 2003). Gre za enoverižne krožne molekule 
RNA z izrazito sekundarno strukturo in nizko molekularno maso (Agrios, 2005), prav tako 
pa veljajo za najmanjše rastlinske patogene, saj je dolžina njihovega genoma med 246 in 401 
nukleotidov (nt) (Flores in sod., 2005). Kritosemenke so edini potrjeni naravni gostitelji 
viroidov (Singh in sod., 2003). Viroide delimo v dve glavni družini Avsunviroidae in 
Pospiviroidae. Pomembna biološka razlika med njima je v številu gostiteljev, kar se odraža 
v diverziteti strukturnih in funkcionalnih lastnosti posameznih članov obeh družin (Flores in 
sod., 2015). Rastlina je lahko gostitelj viroidom, kadar jim omogoča, da se v njej 
razmnožujejo, akumulirajo in jo sistemsko napadejo (Flores in sod., 2011). Na te dejavnike 
pa lahko vpliva že ena sama zamenjava baznega para (Wasseneger in sod., 1996).  Po rastlini 
se širijo sistemsko in povzročajo podobna bolezenska znamenja, ki so značilna za virusne 
bolezni (Góra-Sochacka, 2004) in se kažejo v spremembah rastlinskih struktur, organelov in 
presnovnih poti. Razlika pa je v mehanizmu indukcije, saj viroidi ne kodirajo nobenih 
proteinov, zaradi česar so vsi učinki odvisni od strukture njihove genomske RNA oz. 
derivata le-te. Zakrnelost, ki se lahko kaže na nivoju celotne rastline, je tipično najbolj 
izstopajoče bolezensko znamenje okužbe z viroidom. Opaziti pa je možno tudi spremembe 
na listih (nepravilne oblike, epinastija oz. zakrivljeni listi navzdol, nagubanost, kloroze, 
nekroze), steblih (skrajševanje, odebelitve), skorji (pokanje, krastavost, smoljenje, 
razbrazdanost), gomoljih (deformiranost), reprodukcijskih organih, kot so cvetovi, plodovi 
(barva in oblika, zmanjšano število) in semenih (povečane koščice, abortivnost) (Škorić, 
2017). Viroidi se razlikujejo glede na gostitelje, tipe in jakost bolezni, ki jo povzročijo, pa 
tudi glede na način prenosa in po epidemiologiji. Poleg tega se razlikujejo v patogenosti, v 
času, potrebnem za razvoj bolezni, v interakcijah z drugimi patogeni in v odzivih na okolje. 
Obvladovanje bolezni je znano pri nekaterih, medtem ko pomanjkanje znanj o 
epidemiologiji preprečuje zasnovo zanesljivih strategij nadzora pri drugih boleznih. Večino 
znanih viroidov so odkrili zato, ker povzročijo resnično škodo na poljščinah (Randles, 2003). 
2.2 VIROIDI HMELJA 
Do sedaj so znane štiri vrste viroidov, ki so hmeljevi patogeni: viroid zakrnelosti hmelja 
(angl. hop stunt viroid; HSVd) (Sasaki in Shikata, 1977), hmeljev latentni viroid (angl. hop 
latent viroid; HLVd) (Puchta in sod., 1988), viroid grbavosti jabolk (angl. apple fruit crinkle 
viroid; AFCVd) (Sano in sod., 2004) in nedavno odkrit viroid razpokanosti skorje agrumov 
(angl. citrus bark cracking viroid; CBCVd) (Jakše in sod., 2015). Vsi so predstavniki družine 
Pospiviroidae. Viroida HSVd in CBCVd, ki povzročata zakrnelost hmelja, sta uvrščena med 
karantensko škodljive organizme v Sloveniji. Viroid CBCVd pa je od 2015 dalje tudi na 
opozorilni listi Evropske in Sredozemske organizacije za varstvo rastlin. Viroidi se 
razmnožujejo na način kotalečega se kroga (angl. rolling circle amplification). Slika 1 
(prirejeno po Flores in sod., 2014) prikazuje proces podvojevanja viroidov iz družin 
Pospiviroidae ter Avsunviroidae. Označeni so tudi ključni encimi, ki katalizirajo posamezne 
korake procesa. RNA polimeraza II (in NEP) se preusmerita v transkripcijo matrice RNA, 
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DNA ligaza 1 pa cirkularizira substrate RNA. Najprej poteče sinteza daljših zaporedij z 
gostiteljskim encimom od DNA odvisna jedrna RNA-polimeraza II, ki prepiše zaporedje 
RNA. Temu sledi procesiranje dolgih zaporedji na izvorno dolžino, nazadnje pa poteče 
cirkularizacija (nastane krožna molekula RNA), ki jo ali katalizira encim ligaza RNA ali pa 
poteče avtokalitično. Med replikacijo nastajajo oligomerne linearne RNA s pozitivno 
polarnostjo, ki se cepijo na krajše monomere, kateri tvorijo krožno strukturo. Oligomeri z 
negativno polarnostjo funkcionirajo kot intermediati. Replikacija poteka v jedru 
(Pospiviroidae) ali v kloroplastu (Avsunviroidae) (Flores in sod., 2009). Znotraj prve 
okužene celice mora molekula RNA viroida priti do organela, v katerem poteka 
podvojevanje. Novonastali viroidi nato napadejo sosednje celice preko plazmodezem, 
oddaljene dele rastlin pa dosežejo preko floema (Palukaitis, 1987). Glede na to, da gre za 
gole molekule RNA, morajo za to biti v interakciji z gostiteljevimi molekulami. Zrele 
molekule viroidne RNA bi lahko bile primarni patogeni efektorji, alternativno pa lahko 
viroidi povzročajo patogene učinke preko mehanizma RNA utišanja (Flores in sod., 2005). 
 
Slika 1: Asimetrična in simetrična različica poti replikacije viroidov iz družine Pospiviroidae oz. 
Avsunviroidae. Oranžna in modra barva predstavljata (+) oz. (−) verigo viroida. Prikazani so tudi encimi, ki 
katalizirajo posamezno stopnjo procesa. RNA polimeraza II (in NEP) se preusmerita v transkripcijo matrice 
RNA, DNA ligaza 1 pa cirkularizira substrate RNA. HHRz – t.i. »hammerhead« ribocim; NEP – t.i. jedrno-
kodirana polimeraza (angl. nuclear-encoded polymerase) (prirejeno po Flores in sod., 2014) 
2.2.1 Viroid zakrnelosti hmelja (HSVd) 
Viroid zakrnelosti hmelja sta prva identificirala Sasaki in Shikata (1977) pri hmelju, po 
značilnih bolezenskih znamenjih abnormalne pritlikavosti trte hmelja in nizke vsebnosti α-
kislin v storžkih. Viroid HSVd je vrstni tip rodu Hostuviroid, ki spada v družino 
Pospiviroidae (Flores in sod., 1998). Poleg hmelja najpogosteje okužuje tudi rodove Vitis, 
Citrus in Prunus (Kofalvi in sod., 1997). Njegova sekundarna struktura je prikazana na sliki 
2 (Gorsane in sod., 2010).  
 
Slika 2: Značilna sekundarna struktura viroida HSVd (Gorsane in sod., 2010) 
Bolezen zakrnelosti hmelja se je pojavila na Japonskem med 1940 in 1960. Ekonomski vpliv 
je bil izjemno močan, saj je bila dolžina trte in njihovo število, povprečna teža storža in 
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vsebnost α-kislin približno 25 do 50 % manjša v primerjavi z zdravimi rastlinami 
(Yamamoto in sod., 1970; cit po Hadidi in sod., 2017). Nedavno se je podobna, a veliko 
hujša bolezen hmelja pojavila v Sloveniji, pri kateri so poleg viroida HSVd detektirali še 
različico viroida razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) (Jakše in sod., 2015). Primarni 
način prenosa viroidne okužbe na zdravo rastlino je preko mehanskih načinov, ki 
najpogosteje vključujejo agrotehniko. Enostavno se širi iz obolele rastline preko delavcev 
ali različnega orodja (Hataya in sod., 2017). Za detekcijo viroida se lahko uporablja različne 
tipe poliakrilamidne gelske elektroforeze (angl. polyacrilamide gel electrophoresis; PAGE) 
(Li in sod., 1995), točkovni nanos (angl. dot blot), hibridizacijske tehnike in RT-PCR (Yang 
in sod., 1992). Najboljša strategija za obvladovanje bolezni povezanih z viroidom HSVd je 
uporaba neokuženega rastlinskega materiala. Zaradi dolge latentne dobe okužbe se lahko 
odstrani samo simptomatske rastline, okužene pa ostanejo v nasadu, ki potem delujejo kot 
vir inokuluma. Odstraniti je potrebno tudi tiste rastline, ki so v bližini okuženih, pri čemer 
je potrebno biti še posebno pozoren na odstranitev čim večjega števila korenin. Orodje za 
obdelavo rastlin je potrebno dezinficirati v 2 % raztopini formaldehida ali natrijevega 
hidroksida (Hataya in sod., 2017).  
2.2.2 Hmeljev latentni viroid (HLVd) 
Viroid HLVd spada v rod Cocadviroid in v družino Pospiviroidae (Owens in sod., 2012). 
Prvi so ga opisali Puchta in sod. (1988) ter ga tako poimenovali, ker je vsesplošno prisoten 
v večini rastlin hmelja. Kljub temu, viroid HLVd vpliva na vsebnost kislin, smol in eteričnih 
olj, ki so zelo pomembne pri varjenju piva (Barbara in Adams, 2003). Genomsko zaporedje 
je relativno ohranjeno z majhnim številom variant, na sliki 3 pa lahko vidimo 
termodinamično optimizirano sekundarno strukturo tega viroida  (Puchta in sod., 1988).  
 
Slika 3: Termodinamično optimizirana sekundarna struktura viroida HLVd (Puchta in sod., 1988) 
Bolezenska znamenja okužbe z viroidom HLVd so opazna samo, če primerjamo 
brezviroidne in okužene rastline, kar se kaže v večji bujnosti brezviroidnih rastlin v 
primerjavi z okuženimi. Kljub odsotnosti značilnih bolezenskih znamenj v somatskih tkivih, 
pa viroid HLVd po nekaterih podatkih iz literature povzroča fiziološke spremembe. Vplivi 
na metabolite, ki jih proizvajajo lupulinske sekretorne žleze in vplivi na eterična olja so 
kvantitativni in kvalitativni, kar kaže na to, da viroid HLVd ni v latentnem stanju (Barbara 
in sod., 1990). Nove okužbe se širijo s sosednjih nasadov okuženega hmelja, kar vzbuja 
vprašanje, da je v širjenje viroida HLVd vpleten vektor (Adams in sod., 1992), čeprav to do 
sedaj še ni bilo dokazano (Adams in sod., 1996). Osnova za obvladovanje okužbe je uporaba 
nekontaminiranega rastlinskega materiala. Titre viroida HLVd je mogoče zmanjšati s 
tretiranjem hmelja s povišano ali znižano temperaturo. Za popolno odstranitev viroida pa 
mora temu slediti gojenje meristemskega tkiva. Za čim manjše širjenje okužbe med 
rastlinami je potrebno odstranjevati okužene rastline, ponovno saditi neokužene in ustrezno 
vzdrževati opremo. Za slednji ukrep je bilo testiranih več načinov, med katerimi se je za 
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najbolj zanesljivega izkazal izpostavljanje opreme v 5 % raztopini natrijevega hipoklorita 
(Barbara in Adams, 2003). 
2.2.3 Viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) 
Nedavna odkritja naravne okužbe hmelja z viroidom CBCVd potrjujejo, da le-ta spada v isto 
družino in rod kot viroid HLVd, kamor je bil nedavno uvrščen (Di Serio in sod., 2017a). 
Viroid CBCVd so sprva identificirali po zaporedni analizi z metodo PAGE simptomatskih 
tkiv iz bioamplificiranega in bioindikatorskega gostitelja limone »Etrog« (Citrus medica L.) 
Arizona 861-S1 (Duran-Vila in Semancik, 2003). Viroid CBCVd vpliva na razvoj 
bolezenskih znamenj razpokanosti skorje pri trilistnem citronovcu (Poncirus trifoliata) in 
pri križancu »citrange« (P. trifoliata X C. sinensis) (Vernière in sod., 2004). O prisotnosti 
viroida CBCVd v hmelju (Humulus lupulus L.) pa so prvi poročali Jakše in sod. (2015). 
Opisan je bil kot himerni rekombinant med viroidoma viroid agrumov eksokortis (angl. 
citrus exocortis viroid; CEVd) in HSVd (Duran-Vila in Semancik, 2003), kar bi lahko tudi 
pojasnjevalo sposobnost okužbe hmelja z viroidom CBCVd (Jakše in sod., 2015). Z 
viroidom CBCVd se lahko brez očitnega vpliva in večje ekonomske škode okuži veliko 
število vrst agrumov in njihovih sorodnikov. V primeru okužbe hmelja z viroidom CBCVd, 
pa so učinki na rast in proizvodnjo bistveno večji, saj na hmelju povzroča agresivno bolezen, 
ki pokonča rastline v času od 3 do 5 let. Bolezenska znamenja pri hmelju okuženem z 
viroidom CBCVd se kažejo v zakrnelosti, skrajšanju internodijev, porumenelosti listov, 
njihovem uvijanju, tvorbi manjših storžkov in trohnenju korenin (Jakše in sod., 2015). Tako 
viroid CBCVd kot tudi HLVd se lahko prenašata na dolge razdalje v druge nasade hmelja 
preko okuženega sadilnega materiala. Zatem se okužba širi mehansko in z vegetativnim 
razmnoževanjem ter preko kontaminiranega orodja ali delovne opreme (Barbosa in sod., 
2005). Nihče še ni poročal o prenosu viroida CBCVd preko cvetnega prahu, semen ali 
vektorjev na agrume ali hmelj (Duran-Vila in Semancik, 2003). Pri agrumih se viroid 
CBCVd lahko detektira z biološko metodo indikacije, na podlagi sorte »Etrog« Arizona 861-
S-1, čemur sledi bolj zanesljiva identifikacija viroida z uporabo ene ali več molekularnih 
metod – PAGE, točkovne hibridizacije po northernu ali RT-PCR. Slednji veljata kot 
popularnejši rutinski metodi (Lavagi in sod., 2017). Jakše in sod. (2015) so viroid CBCVd 
v hmelju detektirali s tehnologijo sekvenciranja naslednje generacije (NGS), njegova 
predpostavljena sekundarna struktura pa je prikazana na sliki 4 (Jakše in sod., 2015). Za čim 
manjše širjenje okužbe med rastlinami je potrebno odstranjevati okužene rastline s 
koreninami vred, ponovno saditi neokužene in ustrezno vzdrževati opremo (Lavagi in sod., 
2017).  
Slika 4: Sekundarna struktura hmeljno-specifične različice viroida CBCVd HI-2 (KM211547) (Jakše in sod., 
2015) 
2.2.4 Viroid grbavosti jabolk (AFCVd) 
Viroid AFCVd so prvič identificirali leta 1976 na Japonskem pri jablani (Malus pumila 
Mill.) (Koganezawa in sod., 1989; cit. po Hadidi in sod., 2017), leta 2004 pa so o njegovi 
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prisotnosti v hmelju poročali Sano in sod. (2004). Naravni gostitelji so jablana, hmelj in 
japonski kaki (Fujibayashi in sod., 2014; cit po. Hadidi in sod., 2017). Hmeljev izolat viroida 
se širi preko obrezovanja ali rizomov, kot velja za ostale viroide. Za detekcijo viroida 
AFCVd se uporabljajo metode povratna ali zaporedna PAGE, prenos northern z uporabo 
ribosonde specifične za AFCVd označene z digoksigeninom in RT-PCR. Slika 5 prikazuje 
njegovo sekundarno strukturo (Sano in sod., 2004). Določevanje zaporedja nukleotidov 
molekul viroidov je ključno za potrditev diagnoze (Di Serio in sod., 2017b).  
 
Slika 5: Sekundarna struktura viroida AFCVd (Sano in sod., 2004) 
2.3 BIOLOŠKE METODE ZA IDENTIFIKACIJO VIROIDNIH OKUŽB  
Pred razvojem in dostopnostjo molekularnih metod so imeli biološki testi pomembno vlogo 
pri identifikaciji viroidnih bolezni (Singh in Ready, 2003). Čeprav je kasneje njihov pomen 
postal dopolnjevanje rezultatov molekularnih tehnik, se vseeno še na veliko uporabljajo za 
karakterizacijo viroidov in analize patogenosti ter tudi za določevanje vrst viroidov 
(Semancik in Vidalakis, 2005). Danes se biološki testi uporabljajo v nekaterih programih 
certificiranja (Hammond in Owens, 2006). Uspešnost biološkega testa za rastlinske viroidne 
patogene je odvisna od izbire ustrezne indikatorske gostiteljske rastline in prepoznavanja 
edinstvenih bolezenskih znamenj, ki so posledica okužbe z viroidi (Legrand, 2015). Za 
pravilno biološko indeksiranje je potrebno poznati tako nabor gostiteljev, kot tudi 
bolezenska znamenja, ki jih povzročijo specifični viroidi na tem gostitelju. Dejavniki, ki 
vplivajo na detekcijo in identifikacijo viroidov z biološkimi testi so različica viroida, vrsta 
gostitelja, kultivar oz. genotip, mešanost okužbe, pogoji v okolju in metode inokulacije. 
Preglednica 1 (Nie in Singh, 2017) prikazuje primarne gostitelje in indikatorske rastline za 
viroide hmelja. Latentnih viroidov, kot je hmeljev latentni viroid, ni mogoče identificirati s 
to metodo, saj ne povzročajo vidnih bolezenskih znamenj (Nie in Sing, 2017), čeprav o njih 
poročata nedavni objavi o prisotnosti viroida HLVd na rastlinah konoplje (Warren in sod., 
2019; Bektas in sod., 2019). 
Preglednica 1: Viroidi hmelja in način detekcije z biološko metodo (Nie in Singh, 2017) 
Viroid Primarni gostitelj(i) Indikatorski gostitelj(i) 
AFCVd Jablana Malus pumila cvs. »Ohrin«, »NY58-22« 
CBCVd Agrumi, hmelj Limona »Etrog« Arizona 861-S1 
HSVd Hmelj, trta, agrumi, 
kumara, sliva, breskev 
Cucumis sativus L. »Suuyou«; Luffa aegyptiaca Mill; Parsonova 
posebna mandarina 
2.4  MOLEKULARNE METODE ZA DETEKCIJO VIROIDNIH OKUŽB IN ŠTUDIJE 
INTERAKCIJ VIROID-RASTLINA 
Obstaja širok nabor diagnostičnih tehnik za identifikacijo in kvantifikacijo viroidov. 
Kakovost in uporabnost tehnik je odvisna od njihove občutljivosti, ponovljivosti, hitrosti, 
enostavnosti ter stroškovni učinkovitosti (Naraynasamy, 2011). Razvoj molekularne 
biologije je omogočil bolj natančne, zanesljive in hitre tehnike, kot je poliakrilamidna 
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elektroforeza (Singh in Clark, 1971). V primerih, kjer viroidi tvorijo oblike iz zaporedij 
imenovane kvazivrste (angl. »quasispecies«), pa je potrebno uporabiti gelsko elektroforezo 
s temperaturnim gradientom oz. izvesti analizo heterodupleksov (Matoušek in sod., 2001). 
Zadnje dve desetletji detekcija temelji na analizi nukleinskih kislin. Sem spadajo metode 
hibridizacije v različnih izvedbah, mikromreže, PCR v različnih izvedbah ter metode 
sekvenciranja naslednjih generacij (Gucek in sod., 2016). Občutljivost in zanesljivost 
naštetih tehnik je odvisna od koncentracije in razporeditve viroidov po rastlini. Zaradi 
neenakomerne zastopanosti in znatne variabilnost v koncentraciji med vrstami in okoljskimi 
pogoji, je optimizacija detekcijskih metod izjemno zahtevna (Palacio-Bielsa in sod., 1999).  
2.4.1 Gelska elektroforeza 
Od odkritja tovrstnih patogenov (Diener, 1971), gelska elektroforeza (GE) velja za izredno 
pomembno orodje v raziskavah viroidov. Različni sistemi se uporabljajo za molekularno 
karakterizacijo in rutinske diagnostične postopke (Randles, 1993). Ločevanje temelji na 
fizikalnih lastnostih, informacije o nukleotidnem zaporedju pa niso potrebne. Zaradi tega je 
tehnika ustrezna za identifikacijo krožnih molekul, ki lahko predstavljajo nove viroide. Poleg 
tega je uporabna za identifikacijo viroidov, ki so verjetno povezani z boleznimi z neznano 
etiologijo (Hadidi in sod., 1990). Tehnika GE se uporablja tudi za čiščenje viroidov, npr. za 
poskuse inokulacije ali za sekvenciranje. Gre za fleksibilen metodološki pristop, saj je glede 
na potrebe mogoče spreminjati veliko parametrov. Najpogostejši parametri, ki jih lahko 
variiramo so tip gela, pogoji delovanja in dodajanje denaturantov (Hanold in Vadamalai, 
2017). 
Metoda PAGE se uporablja za ločevanje molekul nukleinskih kislin glede na njihove razlike 
v mobilnosti, v električnem polju. Ločevanju sledi označevanje, ki omogoča vizualizacijo 
elektroforetskih črt. Nukleinske kisline z visoko molekulsko maso v enakem času 
prepotujejo krajše razdalje kot tiste z nizko (Morris in Wright, 1975). Metodi PAGE lahko 
sledi prenos molekul RNA na najlonsko membrano. Prednost takega postopka je v tem, da 
se znebimo nečistot, ki bi sicer lahko interferirale s preiskovanimi vzorci, kar bi posledično 
lahko vplivalo na pojav lažnih rezultatov, poleg tega pa nukleinski vzorec prenesemo na 
nosilec, ki je primeren za nadaljnje manipulacije (Hanold in Vadamalai, 2017).  
2.4.2 Molekularne hibridizacijske metode 
Viroide, ki okužujejo agrume – viroid CEVd, viroid upognjenih listov agrumov (angl. citrus 
bent leaf viroid, CBLVd), viroid zakrnelosti hmelja (HSVd), viroid agrumov III (angl. citrus 
viroid III, CVd-III) in viroid agrumov IV (angl. citrus viroid IV, CVd-IV) oz. sedaj 
poimenovan CBCVd, je mogoče detektirati s prenosom northern, z uporabo sond specifičnih 
za viroid (Barbosa in sod., 2005). Metode hibridizacije ali RT-PCR za detekcijo viroidov ali 
virusov zahtevajo tehnično dovršenost za izolacijo nukleinskih kislin, ki je lahko časovno 
potratna in draga. Alternativna metoda je hibridizacija tkiva (angl. tissue-printing 
hybridization, TPH), pri kateri je priprava vzorca enostavnejša in hitrejša. Celični sok, ki se 
sprosti po mehanski obdelavi, se neposredno nanese na nitrocelulozno ali najlonsko 
membrano z visoko afiniteto za nukleinske kisline (Podleckis in sod., 1993). 
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2.4.3 Obratna transkripcija in verižna reakcija s polimerazo (RT-PCR) 
Viroidi so prvi rastlinski patogeni za katere je bila uporabljana metoda RT-PCR (Hadidi in 
Yang, 1990). Metoda RT-PCR se je izkazala za občutljivo, specifično, hitro in zanesljivo 
metodo detekcije, identifikacije in diferenciacije viroidov, ki okužujejo različne vrste rastlin. 
Večino viroidov je mogoče uspešno zaznati z uporabo ustreznih začetnih oligonukleotidov 
(Narayanasamy, 2001). Za nedvoumno interpretacijo meritev pa je bistveno preprečiti lažno-
pozitivne reakcije, nastale zaradi navzkrižne kontaminacije med vzorci. Za to je potrebno 
vključiti negativne kontrole, pozitivne pa se uporabi za preverjanje učinkovitosti ekstrakcije 
nukleinskih kislin in delovanja reakcije (Kox in sod., 2005).   
2.4.4 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
PCR v realnem času ali kvantitativni PCR (qPCR) omogoča sledenje pomnožkom preko 
zaznavanja signala fluorescence, kar omogoča kvantifikacijo specifičnih tarčnih zaporedij 
DNA med pomnoževanjem (Parisi in sod., 2011). Poleg tega omogoča sledenje 
podvojevanja viroida v rastlini in absolutno kvantifikacijo viroidov, s čimer lahko ocenimo 
njihovo akumulacijo v rastlini (Rizza in sod., 2009). Za detekcijo signala se uporablja 
različno kemijo, kot so sonde specifične za nukleotidno zaporedje viroida, označene z 
dušilcem in reporterskim fluorescentnim barvilom ali pa nespecifična interkalarijoča 
fluorescentna barvila. Sonde škorpijoni veljajo kot najbolj učinkovita kemija, ker združujejo 
funkcijo sonde in začetnega oligonukleotida ter imajo močnejši signal in krajši reakcijski 
čas, kot molekularna svetila ali sonde TaqMan. Slednje dovoljujejo specifično hibridizacijo 
med sondo in tarčnim zaporedjem DNA, medtem ko se barvilo SYBR Green nespecifično 
veže na dvoverižno DNA. Pri uporabi tega barvila je potrebno na koncu izvesti še analizo 
talilne krivulje, v izogib lažno-pozitivnim rezultatom, kot posledica tvorbe nespecifičnih 
pomnožkov (Mirmajlessi in sod., 2015). 
Boonham in sod. (2004) so potrdili, da je metoda RT-qPCR vsaj tisočkrat bolj občutljiva, 
kot metoda hibridizacije. Njena prednost je tudi v tem, da so začetni oligonukleotidi, sonde 
in vsi reagenti komercialno dostopni, medtem ko so sonde za hibridizacijo izdelane »v 
laboratoriju« (angl. »in-house«). Interpretacija rezultatov hibridizacije s prostim očesom je 
podvržena subjektivnosti, pražnje vrednosti (angl. quantitation cycle, Cq) pa so enostavne 
za razpravo. 
Pri metodi qPCR je potrebno vključiti kontrole in interne standarde, kot so negativna, 
pozitivna kontrola in kontrolo reagentov ter gene s stalnim izražanjem oz. vzdrževalne gene 
(angl. housekeeping genes), z namenom zmanjšanja tveganja lažno pozitivnih ali negativnih 
rezultatov in kontaminacij (Mirmajlessi in sod., 2015). Ena od prednosti tehnike qPCR je 
možnost detekcije pozitivne in negativne verige viroida, kar je uporabno za razlikovanje med 
dejanskim razmnoževanjem in kontaminacijam, še posebno pri novih vrstah gostiteljev 
(Matoušek in sod., 2007). Z uporabo ustreznih kontrol in z modifikacijami ekstrakcije 
nukleinskih kislin v večjem merilu, se lahko metodo qPCR tudi avtomatizira (Boonham in 
sod., 2004). 
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2.4.5 Metodi LAMP in RT-LAMP  
Z zanko posredovano izotermalno pomnoževanje (angl. loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP) (Notomi in sod., 2000) je metoda za pomnoževanje nukleinskih kislin 
v prisotnosti vsaj štirih različnih začetnih oligonukleotidov, ki so specifično tako zasnovani, 
da prepoznajo šest različnih regij na tarči pri temperaturnih pogojih od 60 do 65 °C 
(Nagamine in sod., 2002). Pred pomnoževanjem je možno izvesti obratno transkripcijo (RT-
LAMP) ali v ločenih epruvetah PCR (Park in sod., 2013; Thanarajoo in sod., 2014) ali 
istočasno v isti epruveti PCR (Boubourakas in sod., 2009; Tsutsumi in sod., 2010) z uporabo 
reverzne transkriptaze, ki ostane aktivna pri temperaturi med 60 in 65 °C. Metoda RT-LAMP 
producira visok izplen DNA (> 10 μg) in velika količina nastalega magnezijevega 
pirofosfata omogoča neposredno vizualizacijo bele oborine, kar pomeni pozitivno reakcijo 
(Tsutsumi in sod., 2010). Po koncu reakcije ali celo v realnem času se meri motnost  reakcije 
pri 400 nm (Boubourakas in sod., 2009). Pomnožke se lahko analizira tudi z metodo gelske 
elektroforeze; z obarvanjem se pojavi vzorec podoben lestvi zaradi posebnih struktur, katerih 
rezultat je tandemsko izdolževanje pomnožka (Parida in sod., 2008). Lahko se uporabi tudi 
metode obarvanja z barvili, kot je SYBR Green ali z drugimi interkalarijočimi barvili (Park 
in sod., 2013). Kovinski ionski indikatorji (angl. Loopamp Fluorescent Detection Reagent), 
kot je kalcein in hidroksinaftol modro se dodajo neposredno v reakcijsko mešanico, s čimer 
se zagotovi izolacijo sistema v posamezni epruveti PCR, hkrati pa se minimizira 
kontaminacijo zaradi prenašanja pomnožka (Faggioli in sod., 2017). Metoda RT-LAMP 
kaže velik potencial, zato lahko pričakujemo razvoj novih diagnostičnih metod za viroide in 
druge rastlinske patogene. Izkazalo se je tudi, da lahko znatno prispeva pri prenosu 
diagnostičnega postopka iz laboratorija na teren. Prednosti kot so preprostost, enostavnost 
delovanja in robustnost predstavljajo možnost izboljšanja diagnostike viroidnih okužb za 
države v razvoju (Hadidi in sod., 2017). 
2.4.6 Metoda ICAN 
Za detekcijo viroidov na terenu (angl. on-site) se lahko uporabi tudi metoda ICAN (angl. 
isothermal and chimeric primer-initiated amplification of nucleic acids), za katero je 
značilna uporaba DNA-RNA himernih začetnih oligonukleotidov, pomnoževanje DNA pa 
prav tako poteka pri izotermičnih pogojih (55 °C). Potek reakcije za eno verigo DNA je 
prikazan na sliki 6 (prirejeno po Uemori in sod., 2007). Za pomnoževanje se lahko uporabi 
termostabilen encim RNazaH in DNA polimerazo z aktivnostjo izpodrivanja verige (angl. 
strand-displacing activity). V kombinaciji s krožno sondo je mogoče pomnožke detektirati 
v realnem času z merjenjem intenzivnosti fluorescentnega signala (Owens in sod., 2012; 
Mukai in sod., 2007). Metodo ICAN so razvili za detekcijo viroida zakrnelosti krizanteme 
(angl. chrysanthemum stunt viroid; CSVd). Čas za izvedbo je približno 2 uri, ker ni potrebna 
nadaljnja analiza po pomnoževanju z metodo gelske elektroforeze (Mukai in sod., 2007). 
Podobno kot pri metodi RT-LAMP težavo predstavlja zasnovanje začetnih oligonukleotidov 
in sond, ki je precej zahtevno. Zelo pomembno je razmisliti o ustreznih kontrolah, v izogib 
lažno-negativnim rezultatom kot posledica inhibicije pomnoževanja ali napak pri pripravi 
matrice RNA (Mukai in sod., 2007; Owens in sod., 2012). 
10 
Sečnik A. Preučevanje polarnosti različnih viroidov in njihovih kombinacij v okuženih rastlinah hmelja.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
 
Slika 6: Model metode ICAN imenovan »nick-and-run« (prirejeno po Uemori in sod., 2007) 
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2.4.7 Mikromreže 
V teoriji mikromreže zagotavljajo idealni format za razvoj metod za detekcijo več viroidov 
hkrati. Mikromrežo se lahko konstruira na podlagi podatkov o nukleotidnem zaporedju 
viroidov iz javnih podatkovnih zbirk, kar omogoča istočasno detekcijo vseh dostopnih 
viroidov. Sorodne viroide je mogoče razločevati na podlagi njihovega edinstvenega vzorca 
hibridizacije. Z izbiro elementov mikromreže, ki izhajajo iz visoko ohranjenih regij znotraj 
družin, rodov ali vrst viroidov, je še vedno mogoče detektirati posamezne viroide, ki niso 
eksplicitno zastopani na mikromreži. S tem se pojavlja možnost uporabe te metode za 
odkrivanje novih viroidov, še posebno tistih, ki so vpleteni v rastlinske bolezni z neznano 
etiologijo (Zhu in sod., 2017). Rigidna podlaga za konstrukcijo mikromrež je najpogosteje 
klasično mikroskopsko stekelce in ima dve prednosti: intrinzično izredno nizko fluorescenco 
ter možnost nanosa sond na izjemno majhni površini, kar pomeni visoko gostoto. V 
splošnem se steklo pred uporabo tretira s poli-L-lizinom (ali s 3-aminopropiltri-
metoksisilanom, s 3-glikidoksipropiltrimetoksisilanom, z aldehidno ali karboksilno kislino 
ali s katerimkoli drugim reagentom, ki se kovalentno veže s sondo DNA). Nadaljnja 
strategija vključuje tretiranje površine stekelca z aldehidom ali epoksisilanom in 
imobilizacijo sond, ki so predhodno modificirane, tako da imajo na koncih vključeno amino 
skupino. Na ta način sonde niso le pritrjene na rigidno podlago, ampak tudi ustrezno 
orientirane v prostoru (Zammatteo in sod., 2000). Pri konstruiranju mikromrež je najbolj 
pomembna izbira sond. Na začetku so bile sonde pomnožki PCR, z dolžinami od 200 do 
1000 baznih parov, pridobljenih s pomnoževanjem genov iz knjižnic cDNA ali genomske 
DNA (Schena in sod., 1995). Izdelava cDNA sond je zelo težavna, časovno potratna, 
potrebno je tudi pomnoževanje in čiščenje vsake posamezne sonde. Zaradi tega so take sonde 
podvržene napakam in navzkrižni kontaminaciji, še posebno, če se poveča število sond na 
mikromrežo (Auburn in sod., 2005). Poleg tega sonde cDNA dopuščajo nekaj neujemanj 
med hibridizacijo, kar posledično pomeni nižjo specifičnost. Alternativni pristop je uporaba 
sintetičnih oligonukleotidnih sond, ki predstavljajo vir visokokvalitetne DNA s konstantno 
koncentracijo in čistoto. V primerjavi z dvoverižnimi sondami cDNA pa korak denaturacije 
pred hibridizacijo ni potreben. Oligonukleotidne sonde imajo tudi prednost enostavne 
prilagoditve, z namenom povečati vezavno kapaciteto in orientacijo na trdni podlagi, preko 
dodatka terminalne reaktivne skupine ali pa preko inkorporacije distančnika (najpogosteje  
t.i. »repek dT«), kar daje boljšo izpostavljenost sonde med hibridizacijo. Sonde na osnovi 
sintetičnih oligonukleotidov so dolge med 20 in 70 nukleotidov. Krajše (med 15 in 20 
nukleotidi) omogočajo boljšo ločljivost, vendar so manj občutljive, dolge (daljše od 70 
nukleotidov) pa lahko zagotavljajo bolj enakomerne signale hibridizacije, vendar majhni 
genomi viroidov omejujejo možnost izbire sond, ker je mogoče izbrati samo od tri do štiri 
zaporedja dolga 70 nukleotidov, ki se ne prekrivajo. Torej je sonda z dolžino med 40 in 50 
nukleotidi boljša izbira za detekcijo viroidov z mikromrežami (Call, 2005). Za pripravo tarč 
obstajata dve uspešni strategiji za označevanje in sicer:  
1) Uporaba naključnih heksamernih začetnih oligonukleotidov in t.i. »oligo-dT« za 
sintezo viroidne cDNA. Univerzalni reverzni začetni oligonukleotid, specifičen za 
sredinsko ohranjeno regijo članov iz rodu Pospiviroid so uporabili za PCR, z 
dodatkom barvil Cy3 in Cy5 (Tiberini in Barba, 2012), 
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2) Uporaba viroidnih vrstno-degeneriranih začetnih oligonukleotidov za RT-qPCR in 
označevanje pomnožkov qPCR z naključnimi začetnimi oligonukleotidi dolgimi 9 
bp ter barvilom Cy3-dCTP (Zhang in sod., 2013). 
2.4.8 Sekvenciranje naslednje generacije 
Pri izbiri platforme za sekvenciranje naslednje generacije (angl. next generation sequencing; 
NGS) so pomembni dejavniki velikost genoma oz. predvidena količina podatkov, ki jih 
potrebujemo, kompleksnost genoma oz. zaporedij, ki jih sekvenciramo, stopnja pokritosti 
oz. kolikokrat želimo posekvencirati posamezen nukleotid (angl. depth of coverage) in 
točnost oz. zanesljivost določevanja posamezne baze. Priporočljivo se je o teh vidikih 
posvetovati z dobavitelji platform NGS ali ponudniki storitev sekvenciranja. Pri metodi 
RNA sekvenciranja (RNA-seq) se zahteva visoka pokritost. Platformi Ilumina in SOLiD 
predstavljata najboljšo možnost, glede na svojo ceno, točnost in zmogljivost (Radford in 
sod., 2012). Ilumina HiSeq 2500 ima največji izplen, pri najnižji stroških sekvenciranja, 
SOLiD 5500xl pa zaznamuje največja točnost (Liu in sod., 2012). Za de novo sekvenciranje 
genoma, kjer so daljši odčitki bolj ustrezni, pa se priporoča uporabo platforme Roche 454 
(Loman in sod., 2012). Je pa potrebno omeniti, da je razvoj na tem področju izredno hiter in 
se omenjeni platformi SOLiD in Roche 454 vedno manj uporabljajo, vedno več pa Illumina 
platforme. Konvencionalne molekularne metode za detekcijo in identifikacijo viroidov so 
odvisne od predhodnega znanja o nukleotidnem zaporedju viroida, ki nas zanima. Metode 
NGS zagotavljajo zelo močno alternativo za detekcijo in identifikacijo novih viroidov. 
Uporabnost metod NGS pri raziskovanju in diagnostiki viroidov se kaže v občutljivosti, 
točnosti in hitrosti, tudi pri uporabi različnih vrst gostiteljskih rastlin, vključno z olesenelimi 
večletnimi poljščinami z nizkimi titri patogenov. Z metodami NGS se je povečalo število 
novih odkritih viroidov in njihovih sevov oz. sekvenčnih variant, ki se pojavljajo pri 
različnih rastlinah, hkrati pa se je povečal tudi nabor gostiteljev znanih viroidov. Pristop 
NGS ima tudi potencial za uporabo v diagnostiki viroidov, v programih karanten in 
certificiranja, kot tudi v programih odstranjevanja viroidov iz vegetativnega sadilnega 
materiala. Verjetno bo tehnologija NGS pomembno in močno orodje za obvladovanje 
viroidnih bolezni. Vseeno pa je za potrditev sestavljenih zaporedjih s pomočjo NGS, 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 VZORCI 
Klonsko razmnožene rastline hmelja, brez virusnih in viroidnih okužb, sorte 'Celeia', so bile 
okužene v sklopu projekta ARRS (Javna agencija za raziskovalno dejavnost Republike 
Slovenije) z naslovom »Analiza odziva rastlin ob hkratnih okužbah viroidov in identifikacija 
odpornosti – L4-6809«, ki se je izvajal od 1.7.2014 do 30.6.2017 (vodja dr. Sebastjan 
Radišek, sodelujoči organizaciji Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije in Univerza 
v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo). Za pojasnitev in lažje sledenje 
dodajamo kratko metodiko, čeprav ta ni del tega magistrskega dela, je pa delno objavljena v 
delu Štajner in sod. (2019). Po deset rastlin je bilo tretiranih s tremi viroidi in njihovimi 
kombinacijami (HLVd, CBCVd, HSVd, HLVd + CBCVd, HLVd + HSVd, CBCVd + HSVd 
in HLVd + CBCVd + HSVd). Inokulacija je bila izvedena z metodo biolistike, dva meseca 
po dormanci, pri čemer so uporabili dimerne viroidne cDNA pripravljene iz donorskih rastlin 
okuženih z viroidi HLVd (GenBank X07397), CBCVd (GenBank KM211547) in HSVd 
(GenBank X07405). Inokulumi za tretiranja z viroidi HLVd + CBCVd, HLVd + HSVd, 
CBCVd + HSVd in HLVd + CBCVd + HSVd so bili pripravljeni z mešanjem ekvimolarnih 
količin nukleinskih kislin po ustaljenem postopku češkega laboratorija (Mishra in sod., 
2018). Vsaka rastlina hmelja je bila inokulirana s 360 ng viroidne cDNA, s petimi streli v 
liste, z uporabo naprave Helios GeneGun (genska pištola) (Bio-Rad). Takoj po inokulaciji 
so rastline prekrili s polietilenskimi vrečkami, da bi preprečili izsuševanje, zaradi ranjenih 
površin in hkrati povečali odstotek okuženosti ter jih prenesli v rastlinjak s temperaturo 25 
°C in 16 urno osvetljenostjo (90 μmol m-2s-1 PAR). Po enem tednu so rastline prenesli na 
izolirano testno območje pod poljskimi pogoji. Skupine rastlin posameznih tretiranj so 
dodatno izolirali z zaščitno mrežo pred insekti (1,6 x 1,6 mm, Tenax) in jih pustili rasti v 4 
litrskih loncih kot eno trto na žični opori, do višine 3 m. Neokužene rastline so bile tretirane 
pod enakimi pogoji. Da bi potrdili okužbo z viroidi so rastline testirali z metodo RT-PCR po 
4, 14 in 28 mesecih po inokulaciji (mpi), pri čemer so uporabili začetne oligonukleotide 
specifične za posamezen viroid (Štajner in sod., 2019). 
3.2 IZOLACIJA SKUPNE RNA 
Izolacija skupne RNA je bila izvedena na listih okuženih rastlin vzorčenih v točki 28 mpi, 
ki so opisane v prejšnjem odstavku, pri čemer so uporabili komplet Spectrum™ Plant Total 
RNA Kit (Sigma-Aldrich) in sledili navodilom proizvajalca. Rastlinski material iz 
posamezne rastline so strli v terilnici ob dodatku tekočega dušika. Nastali homogenizat so 
prenesli v raztopino za lizo, mešanico nato premešali na vibracijskem mešalniku in inkubirali 
5 minut na 56 °C. S centrifugiranjem pri maksimalni hitrosti so odstranili celične ostanke, 
lizat pa filtrirali s kolonsko filtracijo s centrifugiranjem. Za zbistritev lizata so mu dodali 
raztopino za vezavo in premešali s pipetiranjem. Molekule RNA so se vezale na vezavno 
kolono, hkrati pa so izvedli razgradnjo DNA z encimi DNaze, po postopku »On-Column 
DNase procedure«. Temu je sledil postopek spiranja, katerega so ponovili še trikrat. 
Očiščeno RNA so izprali s kolone z dodatkom 50 μl elucijske raztopine. 
Izolirano RNA so hranili pri temperaturi -80 °C, nakar smo izvedli oceno koncentracije z 
merjenjem absorbanc A260/A280, z inštrumentom NanoVue spectrophotometer (GE 
14 
Sečnik A. Preučevanje polarnosti različnih viroidov in njihovih kombinacij v okuženih rastlinah hmelja.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Healthcare Life Sciences) in pa ocenili vrednosti RIN z inštrumentom Agilent Bioanalyzer 
2100 eletrophoresis (Agilent Technologies), pri čemer smo uporabili komplet RNA 6000 
Nano Kit (Agilent Technologies). Vzorce RNA smo ves čas dela hranili v zamrzovalniku na 
-80 °C.  
3.3 ANALIZA ODČITKOV RNA SEKVENCIRANJA  
3.3.1 Podatki sekvenciranja 
Odčitki RNA sekvenciranja so bili pridobljeni v sklopu prej omenjenega nacionalnega 
projekta z imenom »Analiza odziva rastlin ob hkratnih okužbah viroidov in identifikacija 
odpornosti – L4-6809«. Projekt je med drugim zajemal sklop analize transkriptoma okuženih 
rastlin hmelja. Transkriptomski podatki za obravnavanja z viroidi HLVd, CBCVd, HLVd + 
CBCVd in kontrole (neokužene, brezviroidne rastline) so dostopni preko NCBI SRA arhiva, 
bioprojekt PRJNA528793, biovzorci SAMN11244947, SAMN11244948, SAMN11244949 
in SAMN11244946, SRA podatki SRR8775467, SRR8775468, SRR8775469, 
SRR8775470, SRR8775471, SRR8775472, SRR8775473, SRR8775474, SRR8775475, 
SRR8775476, SRR8775477 in SRR8775478. Podatki sekvenciranja za vzorce hmelja 
okuženega z viroidi HSVd, HLVd + HSVd in CBCVd + HSVd še niso javno objavljeni in 
so dostopni na Katedri za genetiko, biotehnologijo, statistiko in žlahtnjenje rastlin 
Biotehniške fakultete.  
Vsi podatki sekvenciranja so bili pridobljeni s tehnologijo Ion Torrent, katere odlika je 
ohranjanje orientacije zaporedja odčitka (angl. strand specificity). To pomeni, da se odčitki 
z določenim nukleotidnim zaporedjem, dejansko v taki obliki zaporedja RNA nahajajo v 
rastlinski celici, v trenutku izolacije. To je še posebej pomembno pri viroidih, zaradi njihove 
narave podvojevanja, kjer se v celici istočasno nahajata tako (+) kot tudi (−) oblika viroida. 
Prisotnost (−) oblike viroida tudi potrjuje, da se le ta podvojuje v rastlini in ni ostanek 
okuževanja.  
3.3.2 Bioinformatska analiza podatkov 
Za bioinformatsko analizo podatkov iz RNA-seq smo uporabili programska paketa CLC 
Genomics Workbench (različica 12) in CLC Genomics Server (različica 11), ki sta 
medsebojno povezana in za obdelavo uporabljata enake algoritme, razlika je le v tem, da 
lahko različica Workbench podatke obdela lokalno, medtem ko slednja obdeluje podatke na 
zmogljivejšem serverju. Povzetek postopka obdelave podatkov je prikazan na sliki 7 
(prirejeno po Helsen in Jelier, 2018). 
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Slika 7: Osnovni prikaz bioinformatske analize sekvenčnih podatkov iz RNA-seq (prirejeno po Helsen in Jelier, 
2018) 
Prvi korak obdelave je zajemal izdelavo poročila kakovosti odčitkov, s čimer smo preverili 
skupno število odčitkov, njihovo dolžinsko razporeditev, vsebnost GC, nedoločitev baz 
(angl. ambiguity) in razporeditev kakovosti (PHRED score). Obdelavo surovih podatkov 
sekvenciranja smo izvedli z orodjem 'QC for Sequencing Reads' z naslednjimi parametri:  
• Create graphical report = Yes  
• Create supplementary report = Yes  
• Create duplicated sequence list = No 
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Nadaljevali smo s filtriranjem (angl. trimming) surovih odčitkov po dolžini, pri čemer smo 
zavrgli vse odčitke, ki so bili krajši od 35 bp, izvedli smo tudi filtriranje po kvaliteti z 
vrednostjo 0,05 in odstranili morebitna še vedno prisotna adapterska zaporedja sekvenčne 
tehnologije Ion Torrent, ki so predstavljena v preglednici 2. Za to smo uporabili orodje 'Trim 
Reads' z naslednjimi parametri:  
• Quality trim = Yes 
• Quality limit = 0.05 
• Ambiguous trim = Yes 
• Ambiguous limit = 2 
• Trim adapter list = proton_adapter_list 
• Automatic read-through adapter trimming = Yes 
• Use colorspace = No 
• Remove 5' terminal nucleotides = No 
• Remove 3' terminal nucleotides = No 
• Discard short reads = Yes 
• Minimum number of nucleotides in reads = 35 
• Discard long reads = No 
• Save discarded sequences = No 
• Save broken pairs = No 
• Create report = Yes 
Na filtriranih odčitkih smo ponovno izvedli analizo kontrole kakovosti, kot je opisano v 
prvem koraku. V tem koraku smo dobili filtrirane, kakovostne odčitke, ki smo jih uporabili 
v naslednjem koraku obdelave. 
Preglednica 2: Nukleotidna zaporedja adapterjev sekvenčne tehnologije Ion Torrent 
Ime Zaporedje (od 5' proti 3') 
Adapter-P1 CCACTACGCCTCCGCTTTCCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT 
Adapter-A-NB CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG 
V tretjem koraku analize smo uporabili orodje 'RNA-Seq Analysis'. Z njim smo izvedli 
kartiranje odčitkov na referenčne genome viroidov, njihovo štetje in izračun normaliziranih 
vrednosti. Referenčni genomi viroidov, ki smo jih uporabili za kartiranje odčitkov imajo v 
podatkovni zbirki NCBI sledeče pristopne številke: 
• HLVd: X07397 
• CBCVd: KM211547 
• HSVd: X07405 
Ta zaporedja so bila uporabljena tudi pri konstruiranju infektivnih molekul viroidov v 
postopku inokulacije in so predstavljena v prilogi A. 
Ker so naši sekvenčni podatki vsebovali ohranjene orientacije verige transkriptov smo za 
vsako zaporedje viroida pripravili še obrnjeno komplementarno zaporedje (angl. reverse 
complement), ki smo jih tudi uporabili v koraku kartiranja, da smo lahko razločili različno 
orientirane transkripte. Parametri analize so bili naslednji:  
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• Reference type = One reference sequence per transcript 
• Reference sequence = NC 003611, NC_003611-RC, KM211547, KM211547-RC, 
NC_001351, NC_001351-RC 
• Use spike-in controls = no 
• Mismatch cost = 2 
• Insertion cost = 3 
• Deletion cost = 3 
• Length fraction = 0.8 
• Similarity fraction = 0.8 
• Global alignment = No 
• Strand specific = Forward 
• Maximum number of hits for a read = 10 
• Count paired reads as two = No 
• Expression value = RPKM 
• Create report = Yes 
• Create fusion gene table = No 
• Create list of unmapped reads = No 
Izračunali smo tudi vrednosti RPKM (angl. reads per kilobase per million mapped reads) in 
jih grafično predstavili. Gre za normalizacijsko metodo kartiranih odčitkov pri čemer se 
upošteva število vseh kartiranih odčitkov, število kartiranih odčitkov na tarčno zaporedje in 
doližino referenčnega zaporedja v kilobazah (angl. kilobase, kb). Vrednosti izračunamo 
tako, da najprej vsoto vseh odčitkov v posameznem vzorcu delimo z milijon – pridobimo 
»na milijon« skalarni faktor. Potem število odčitkov delimo s skalarnim faktorjem, s čimer 
normaliziramo pokritost sekvenciranja in pridobimo odčitke na milijon (angl. reads per 
million, RPM). V zadnjem koraku dobljene vrednosti RPM še delimo z dolžino referenčnega 
zaporedja za kartiranje v kb. Vrednosti RPKM lahko interpretiramo kot relativno količino 
viroidov in so primerljive oz. normalizirane med različnimi vzorci.  
Na koncu je sledila še statistična analiza razlike prisotnosti viroidnih zaporedij med vzorci, 
za kar smo uporabili RNA-seq statistični test »Empirical Analysis of DGE«, ki je 
implementiran v CLC Genomics Workbench. Primerjali smo skupno količino viroidov in 
količine (+) in (−) verig vseh parnih kombinacij viroidnih okužb, kjer je bil prisoten vsaj en 
skupen viroid (HLVd in HLVd + CBCVd, HLVd in HLVd + CBCVd + HSVd, HLVd + 
CBCVd in HLVd + CBCVd + HSVd, CBCVd in HLVd + CBCVd, CBCVd in HLVd + 
CBCVd + HSVd ter HLVd + CBCVd in HLVd + CBCVd + HSVd). Test nam poda faktor 
spremembe ekspresijske vrednosti (števila sekvenc) (angl. fold change) in pa statistično 
verjetnost (p) te razlike.  
  
18 
Sečnik A. Preučevanje polarnosti različnih viroidov in njihovih kombinacij v okuženih rastlinah hmelja.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
3.4 KVANTIFIKACIJA VIROIDOV Z METODO RT-qPCR V DVEH KORAKIH 
3.4.1 Zasnovanje začetnih oligonukleotidov  
Za obratno transkripcijo smo uporabili začetne oligonukleotide, ki so komplementarni 
specifičnemu zaporedju ((+) oz. (−) verigi) posameznega viroida, medtem ko smo za qPCR 
uporabili enak par, saj reakcija PCR ne razlikuje med obema verigama. Vsi začetni 
oligonukleotidi so bili razviti v češki raziskovalni skupini in že uporabljeni v objavljenem 
delu (Matoušek in sod., 2017). Zasnovani so bili tako, da se zaporedje pomnožkov qPCR 
nahaja znotraj zaporedja, ki ga prepisujemo z obratno transkripcijo. Vsa zaporedja začetnih 
oligonukleotidov v preglednici 3 so navedena v orientaciji od 5' proti 3'. Pričakovane dolžine 
pomnožkov za pare začetnih oligonukleotidov, kjer smo pomnoževali viroid HLVd, CBCVd 
in HSVd, so bile 82, 80 oz. 102 bp. 
Preglednica 3: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za RT-qPCR v smeri 5'-3' 
  Viroid Vodilni začetni oligo. Komplementarni začetni oligo. 
*RT 
HLVd ATCCCTCTTCGAGCCCTTGCCAC GGATCCCCGGGGAAACCTACTCG 
CBCVd GATCCCTCTTCAGGTATGTTCCCTCCTC GGATCCCCGGGGAAATCTCTTCAG 
HSVd GGCTCCTTTCTCAGGTAAGTCTCCTCCC GGAGCCCCGGGGCAACTCTTCT 
qPCR 
HLVd CGGCGACCTGAAGTTGCT TTCCAACTCCGGCTGGTGT 
CBCVd TCACTGGCGTCCAGCACC AGGAAGAAGCGACGATCGG 
HSVd CGGTGCTCTGGAGTAGAGGC GTGATGCCACCGGTCGC 
*RT-obratna transkripcija, vodilni začetni oligonukleotid prepisuje (+), komplementarni pa 
(−) verigo viroida. 
Začetne oligonukleotide smo naročili v sinteznem servisu pri podjetju Macrogen Corp. 
Dostavljeni so bili v obliki liofilizirane DNA z enako množino snovi, ki je bila 25 nmol. 
Liofilizatu smo dodali 50 μl sterilne vode (»Nuclease-free water«, Integrated DNA 
Technologies), s čimer smo pripravili založno raztopino začetnih oligonukleotidov s 
koncentracijo 500 μM, ki smo jo nato po potrebi redčili na delovno koncentracijo. Za obratno 
transkripcijo smo pripravili raztopino začetnih oligonukleotidov s koncentracijo 2 μM tako, 
da smo 1 μl založne raztopine dodali 249 μl sterilne vode. Za qPCR smo pripravili raztopino 
začetnih oligonukleotidov s koncentracijo 10 μM tako, da smo 1 μl založne raztopine dodali 
49 μl vode. Raztopine začetnih oligonukleotidov smo hranili pri -20 °C. 
3.4.2 Priprava matrice cDNA z obratno transkripcijo  
Sintezo cDNA smo izvedli v skladu s protokolom proizvajalca ThermoFischer – 
SuperScript™ IV First-Strand cDNA Synthesis Reaction, pri čemer smo določene korake 
prilagodili, glede na specifične lastnosti viroidov. Za termostatiranje vzorcev smo 
uporabljali inštrument PCR-ABI 2720 Thermo Cycler. Za vsako reakcijo smo najprej v 
epruvete PCR odpipetirali 1 μl raztopine specifičnih začetnih oligonukleotidov s 
koncentracijo 2 μM, vzorec in vodo. Volumen vzorca smo izračunali glede na izmerjeno 
koncentracijo skupne RNA po izolaciji in hkrati upoštevali, da bo končna masa RNA v 
posamezni reakciji 1 μg. Volumen vode smo izračunali tako, da smo od največjega možnega 
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volumna vode v posamezni reakciji (13 μl) odšteli volumen vzorca in volumen raztopine 
začetnih oligonukleotidov. Tako pripravljeno mešanico smo inkubirali 4 minute na 
temperaturi 98 °C, takoj za tem pa dali na led za najmanj 1 minuto. S tem smo dosegli 
denaturacijo sekundarnih struktur viroidov. Nato smo dodali 4 μl raztopine mešanice dNTP 
s koncentracijo 10 mM, premešali in kratko centrifugirali ter 5 minut inkubirali na 65 °C in 
nemudoma za tem dali na led za najmanj 1 minuto. Potem smo dodali še 4 μl 5x SSIV Buffer, 
1 μl 100 mM DTT in 1 μl raztopine z encimom SuperScript® IV Reverse Transcriptase (200 
U/μl). Tako pripravljeno reakcijsko mešanico smo dobro premešali in centrifugirali ter jo 15 
minut inkubirali na 60 °C, nato pa še 10 minut na 80 °C. Za boljše razumevanje so 
komponente in njihovi volumni predstavljeni v preglednici 4. 
Preglednica 4: Pregled komponent in volumnov za obratno transkripcijo s specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi 
Komponenta Volumen 
Začetni oligonukleotidi (2 μM) 1 μl 
Mešanica dNTP (10 mM vsakega) 4 μl 
Vzorec RNA (1 μg) do največ 11 μl 
Voda  do 13 μl 
5x SSIV Buffer 4 μl 
DTT (100 mM) 1 μl 
SuperScript® Reverse Transcriptase (200 U μl-1) 1 μl 
Z namenom relativne kvantifikacije okužbe smo izvedli tudi obratno transkripcijo skupne 
RNA z naključnimi začetnimi oligonukleotidi in qPCR z uporabo začetnih oligonukleotidov, 
specifičnimi za gen DRH1. Gre za gen, ki se stalno izraža kljub spremembam dejavnikov v 
okolici (Štajner in sod., 2013). Sintezo cDNA smo izvedli v skladu s protokolom 
proizvajalca High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Zaradi 
ekonomičnosti postopka, smo protokol prilagodili tako, da je bil končni volumen reakcije 10 
μl namesto priporočenih 20 μl. Volumen vzorca RNA smo izračunali glede na izmerjeno 
koncentracijo skupne RNA po izolaciji in hkrati upoštevali, da bo končna masa RNA v 
posamezni reakciji 0,5 μg. Volumen vode smo izračunali tako, da smo od največjega 
možnega volumna vode v posamezni reakciji (5 μl) odšteli volumen vzorca. Obe komponenti 
smo zmešali v epruvetah PCR. Na ledu smo pripravili t.i. »RT master mix« za 21 reakcij. V 
mikrocentrifugirko volumna 200 μl smo odpipetirali 21 μl 10X RT Buffer, 8,4 μl raztopine 
25X dNTP Mix (100 mM), 21 μl 10X RT Random Primers in 10,5 μl raztopine z encimom 
MultiScribe™ Reverse Transcriptase. Tako dobljeno raztopino smo dobro premešali. 
Raztopini vzorca z volumnom 5 μl smo dodali po 5 μl raztopine »RT master mix« , nato 
premešali in kratko centrifugirali. Za boljše razumevanje so komponente in njihovi volumni 
predstavljeni v preglednici 5, koraki termostatiranja pa so prikazani v preglednici 6. 
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Preglednica 5: Pregled komponent in volumnov za obratno transkripcijo z naključnimi začetnimi 
oligonukleotidi 
Komponenta Volumen 
10X RT Buffer 1 μl 
25X dNTP Mix (100 mM) 0,4 μl 
Vzorec RNA (0,5 μg) do največ 5 μl 
10X RT Random Primers 1 μl 
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 0,5 μl 
Voda do 5 μl 
Preglednica 6: Povzetek termostatiranja za obratno transkripcijo z naključnimi začetnimi oligonukleotidi 
Nastavitev Korak 1 Korak 2  Korak 3 Korak 4 
Temperatura 25 °C 37 °C  85 °C  4 °C  
Čas 10 minut 120 minut 5 minut / 
3.4.3 Kvantitativni PCR (qPCR) z analizo talilne krivulje 
Vzorce za qPCR smo pripravili tako, da smo jih serijsko redčili v volumskem razmerju 1:3, 
s tem smo dobili 4-kratnike redčitev. Za vsak vzorec smo pripravili sledečo redčitveno vrsto: 
R0 – neredčen, R1 – 4x redčen, R2 – 16x redčen, R3 – 64x redčen, R4 – 256x redčen, R5 – 
1024x redčen, R6 – 4096x redčen.  qPCR smo izvedli v skladu s protokolom proizvajalca 
Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems). Volumen posamezne reakcije je bil 
10 μl. V posamezno vdbolbinico na 96 mestni mikrotitrski plošči (FrameStar® FastPlate 96)  
smo odpipetirali po 1 μl vzorca in 9 μl reakcijske mešanice. Slednjo smo pripravili tako, da 
smo zmešali 5 μl reagenta FastSYBR Green2x (Applied Biosystems), 0,3 μl raztopine 
začetnih oligonukleotidov (vodilnega in komplementarnega (angl. forward in reverse)) s 
koncentracijo 10 μM ter 3,4 μl sterilne vode. Vsako reakcijo smo izvedli v vsaj treh tehničnih 
ponovitvah. Ploščo smo prekrili s samolepilno plastiko MicroAmp™ Optical Adhesive 
Film, s čimer smo preprečili izhlapevanje vzorca med inkubacijo. Analiza qPCR je potekala 
na inštrumentu Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System. Program tretiranja 
je bil sestavljen iz treh faz – denaturacijskega cikla, ciklične faze in faze talilne krivulje. 
Denaturacijski cikel je trajal 20 s pri temperaturi 95 °C. Ciklično fazo je sestavljajo 40 
ciklov, vsak cikel pa je vseboval dva koraka. Prvi, denaturacijski korak je trajal 3 s pri 
temperaturi 95 °C, drugi, ekstenzijski korak, pa je trajal 30 s pri temperaturi 60 °C. Faza 
talilne krivulje je bila sestavljena iz štirih korakov. Prvi korak je trajal 15 s pri temperaturi 
95 °C, drugi korak je trajal 60 s pri temperaturi 60 °C, tretji korak je trajal 15 s pri temperaturi 
95 °C, zadnji pa je trajal 15 s pri temperaturi 60 °C. Relativni nivoji izražanja tarčnih genov 
so bili izračunani na podlagi matematičnega modela Pfaffl54 (Pfaffl, 2012). Povprečje razlik 
izmerjenih vrednosti Cq med vzorci, kjer smo uporabili začetne oligonukleotide specifične 
za viroide in tistimi, kjer smo uporabili začetne oligonukleotide, specifične za referenčni gen 
DRH1 (dCq), smo uporabili za izračun vrednosti ddCq. Dalje smo izračunali relativno 
količino tako, da smo osnovo 2 potencirali z vrednostmi ddCq. Zaradi izvedbe qPCR na 
vzorcih z različnimi začetnimi koncentracijami tarčnega zaporedja, smo dobljenim 
vrednostim vračunali še faktor redčenja. Le-te smo uporabili za grafični prikaz rezultatov. 
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S programskim orodjem R (paket Rcmdr, različica 2.4-x) smo statistično ovrednotili 
rezultate qPCR. Izvedli smo statistični test večsmerna ANOVA, pri čemer smo primerjali 
nivoje kumulativne okužbe z viroidi in nivoje okužbe posameznih viroidov, izraženih v 
relativnih količinah, glede na nivo izražanja gena DRH1, med različnimi biološkimi vzorci.  
3.5 ANALIZA POMNOŽKOV qPCR Z AGAROZNO GELSKO ELEKTROFOREZO  
3.5.1 Priprava agaroznega gela 
Pripravili smo 2,5 % agarozni gel po protokolu, ki je opisan v nadaljevanju. Na tehtnici 
Precision Balance MS4002TS/M00 smo zatehtali ustrezno maso agaroze (Agarose SPI 
Duchefa Biochemie) in jo prenesli v 500 ml steklenico. Z merilnim valjem smo odmerili 
ustrezen volumen 5X TBE pufra (450 mM TRIS-HCl, 450 mM borova kislina, 10 mM 
EDTA) in ga razredčili na 1x koncentracijo in dodali agarozi. Steklenico smo zatesnili in 
ročno pretresli, nato pa segrevali raztopino v mikrovalovni pečici (Gorenje MO17DW), 
dokler se ni agaroza popolnoma raztopila, tako da je nastala bistra raztopina. Pripravljeno 
raztopino smo ohladili do približno 55 °C in dodali etidijev bromid s koncentracijo 10 
mg/ml, da smo dosegli koncentracijo v gelu 0,5 μg/ml in nato rahlo premešali. Raztopino 
smo počasi vlili v pripravljen plastičen kalup, da se je enakomerno porazdelila. Po vsaj 20 
minutah, ko se je gel strdil, smo odstranili glavnike ter ga v kalupu prenesli v elektroforetsko 
kadičko tipa SubCell Model 192 (Bio-Rad).  
3.5.2 Priprava vzorcev, nanos na gel in slikanje 
Vzorce smo pripravili tako, da smo raztopini pomnožkov qPCR dodali 5 μl elektroforetskega 
barvila, (12,5 % (w/v) Ficoll tip 400, 0,2 % (w/v) bromfenol modro) in nato kratko 
centrifugirali. V skrajne žepke gela smo nanesli po 10 μl velikostnega standarda DNA 
Quick-Loading Purple 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs). V posamezen žepek 
smo nanesli po 14 μl pripravljenega vzorca za nanos na agarozni gel. Elektroforetsko 
kadičko smo preko elektrod priključili na električni napajalnik LKB / Pharmacia GPS 
200/400 Electrophoresis Power Supply. Napetost smo regulirali, da je bila v območju 100 ± 
10 V. Napajanje smo izključili, ko je elektroforetsko barvilo prepotovalo približno 10 cm 
oz. po približno 1 uri delovanja. Gel smo iz kalupa prestavili v inštrument za analizo gelov 
BioSpectrum® 810 Imaging System Motorized Platform. Za analizo in zajem slike smo 
uporabili program VisionWorks Acquisition and Analysis, različico 8.20. Z regulacijo višine 
objekta na pomični ploščadi, regulacijo jakosti osvetlitve z UV svetlobo in z nastavitvijo 
zaslonke fotoaparata smo zajeli čim bolj jasno sliko. Dobljeno sliko smo dodatno obdelali s 
hitrimi nastavitvami programa, in tako še dodatno izboljšali njeno jasnost.  
3.6 ANALIZA POMNOŽKOV qPCR S KAPILARNO GELSKO ELEKTROFOREZO 
Pomnožke qPCR smo tudi analizirali z metodo kapilarne gelske elektroforeze. Za testiranje 
smo uporabili tiste vzorce, ki pred izvedbo qPCR niso bili redčeni z vodo in samo tiste, ki 
so izhajali iz vzorcev okuženega hmelja s posamičnimi viroidi. Vzorce za analizo smo 
pripravili v skladu z navodili proizvajalca (Agilent DNA 1000 Kit Quick Start Guide). 
Najprej smo pripravili mešanico gela in barvila. Koncentrat barvila DNA in gel smo 30 
minut aklimatizirali na sobni temperaturi. 25 μl koncentrata barvila DNA smo dodali v vialo 
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z gelom. Dobljeno raztopino smo premešali na vibracijskem mešalniku in kratko 
centrifugirali ter prenesli v novo vialo s filtrom. Potem smo 15 minut centrifugirali pri 2240 
× g ± 20 %. Pazili smo, da je bila raztopina ves čas zaščitena pred svetlobo, nato pa jo shranili 
na 4 °C. Pred uporabo mešanice gela in barvila, smo raztopino vzeli iz hladilnika in pustili 
na sobni temperaturi 30 minut. DNA čip smo postavili na pripravljalno postajo in 
odpipetirali 9 μl mešanice gela in barvila v za to označeno vdolbinico. Na t.i. napravi 
»plunger« smo potisnili bat do oznake, kjer se je zaskočil, da se je ustvaril tlak na vdolbinici 
in tako pustili 1 minuto, zatem pa počasi in enakomerno potegnili bat nazaj. Še 9 μl mešanice 
barvila in gela smo odpipetirali v za to označeno vdolbinico. Nadaljevali smo z nanosom 
označevalnega barvila, ki smo ga dodali po 5 μl v vsako vdolbinico. Nato smo dodali 1 μl 
velikostnega označevalca v za to označeno vdolbinico in po 1 μl vzorca v vdolbinice za 
vzorce. Čip smo postavili na vibracijski mešalnik IKA vortex mixer in ga pustili delovati 1 
minuto. Tako pripravljen čip smo naložili na inštrument Agilent 2100 Bioanalyzer. Analizo 
meritev smo izvedli s programom Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer 2100 Expert 
Version: B.02.08.SI648 (SR2).  
3.7 DOLOČEVANJE ZAPOREDJA NUKLEOTIDOV POMNOŽKOV qPCR Z 
METODO PO SANGERJU 
Z namenom, da nedvoumno potrdimo specifičnost pomnožkov qPCR, smo jim določili 
nukleotidno zaporedje z metodo po Sangerju.  
3.7.1 Izrezovanje elektroforetskih črt iz gela in čiščenje vzorcev za sekvenčno reakcijo  
Postopek izrezovanja gela in čiščenja vzorcev za sekvenčno reakcijo smo izvedli v skladu s 
protokolom kompleta Silica Bead DNA Gel Extraction Kit #K0513 proizvajalca 
ThermoScientific. Izrezovanje iz gela smo izvedli tako, da smo agarozni gel z ločenimi 
fragmenti prenesli na UV transiluminator High performance Transilluminator TFM-30. S 
čistim skalpelom smo iz gela izrezali vidne fragmente DNA. Koščke gela s pomnoženimi 
fragmenti DNA smo prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirke, ki smo jih predhodno stehtali. Pri 
delu smo uporabljali UV zaščitno steklo (UV blocking protecting cover) in osebno zaščitno 
opremo (halja, rokavice). Koščkom gela smo dodali vezavni pufer v volumsko-masnem 
razmerju 3:1 (npr. 300 μl vezavnega pufra dodamo 100 mg agaroznega gela). Nato smo 5 
minut inkubirali mešanico gela pri 55 °C oz. dokler se ni gel popolnoma raztopil. Rumena 
barva mešanice je nakazovala, da je pH optimalen za vezavo DNA, zato smo lahko 
nadaljevali s postopkom. Mešanici smo dodali 5 μl resuspendirane suspenzije Silica Powder 
Suspension. Ponovno smo 5 minut inkubirali na 55 °C, da so se molekule DNA vezale na 
silikatni nosilec. Vsakih par minut smo suspenzijo premešali na vibracijskem mešalniku, da 
so silicijevi delci ostali suspendirani. Potem smo suspenzijsko mešanico centrifugirali 5 s, 
da je nastala usedlina. Previdno smo odstranili supernatant in ga zavrgli. Usedlino smo 
resuspendirali v 500 μl ledeno mrzle raztopine Washing Buffer in 5 s centrifugirali in nato 
odstranili supernatant. Korak resuspendiranja in centrifugiranja smo ponovili še dvakrat. Po 
zadnjem centrifugiranju smo ponovno odstranili supernatant in nato še enkrat centrifugirali, 
da smo odstranili čim več tekočine. Mikrocentrifugirke smo pustili odprte na pultu od 10 do 
15 minut, da se je vsebina posušila še na zraku. Usedlino smo nato resuspendirali v 20 μl 
pufra TE in 5 minut inkubirali pri 55 °C. Suspenzijo smo kratko centrifugirali, nato pa 
supernatant s pipeto prenesli v novo mikrocentrifugirko z enakim volumnom ter ponovili 
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izpiranje z dodatnim alikvotom pufra TE. Za popolno odstranitev silicijevega prahu smo še 
enkrat centrifugirali 30 s in supernatant s pipeto prenesli v novo mikrocentrifugirko z enakim 
volumnom.  
3.7.2 Sekvenčna reakcija 
Sekvenčno reakcijo smo izvajali po lastnem optimiziranem protokolu, z uporabo 
komercialnega barvila BigDye3.1. V epruvetah PCR smo za vsako reakcijo zmešali po 4 μl 
očiščenega produkta posameznega vzorca, 1 μl specifičnih začetnih oligonukleotidov s 
koncentracijo 10 μM, 1 μl encimske komponente BigDye3.1, 2 μl 5x BigDye pufra in 2 μl 
vode. Tako pripravljeno reakcijsko mešanico smo 3 minute inkubirali na 96 °C. Temu je 
sledilo 99 ciklov termostatiranja, pri čemer je bil vsak cikel sestavljen iz 10 s inkubacije na 
96 °C, 10 s na 50 °C, 4 minut na 60 °C in 7 minut na 72 °C. Za izvedbo temperaturnih 
režimov smo uporabili inštrument PCR-ABI 2720 Thermo Cycler. 
3.7.3 Čiščenje vzorcev po sekvenčni reakciji 
Čiščenje smo izvajali po lastnem protokolu, po principu precipitacije z dodatkom etanola in 
etilendiamintetraocetne kisline (angl. ethylenediaminetetraacetic acid; EDTA). Protokol je 
prilagojen 10 μl sekvenčni reakciji. Najprej smo sekvenčne reakcije kratko centrifugirali. 
Potem smo v vsako dodali 2,5 μl EDTA s koncentracijo 125 mM in pH 8,0 ter kratko 
centrifugirali, da je prišla EDTA v stik s sekvenčno reakcijo. Nato smo vsaki reakciji dodali 
30 μl absolutnega etanola in vsebino prenesli v 96 mestno mikrotitrsko ploščo ter jo prekrili 
s folijo in premešali tako, da smo jo večkrat (od 5 do 10-krat) obrnili. Potem smo jo 15 minut 
inkubirali na sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo. Sledilo je 55 minut centrifugiranja 
plošče pri maksimalni hitrosti 2250 × g pri 4 °C. Po koncu centrifugiranja smo zavrgli etanol 
in ponovno 2 minuti centrifugirali ploščo obrnjeno navzdol pri 190 × g, na papirnati brisači. 
Nato smo ploščo 5 minut inkubirali na sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo, da je 
odparel ves etanol. Na koncu smo DNA raztopili v 12 μl formamida in sekvencirali na 
napravi ABI3130XL na Oddelku za zootehniko, Biotehniška fakulteta. 
3.7.4 Analiza sekvenčnih kromatogramov  
Po sekvenciranju smo prejeli kromatogramske datoteke v AB1 formatu. Te smo pregledali, 
preuredili in združili s programom CodonCode Aligner različice 8.0.1. Pridobljena 
zaporedja smo primerjali z algoritmom BLAST (angl. basic local alignment search tool) s 
privzetimi parametri proti nepresežni nukleotidni (angl. non redundant nucleotide) 
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4 REZULTATI 
4.1 ANALIZA ODČITKOV RNA SEKVENCIRANJA 
Sekvenčni podatki so predstavljali eno od glavnih izhodišč tega raziskovalnega dela. Zaradi 
preobsežnosti rezultatov izvedenih analiz v sklopu bioinformatske obdelave sekvenčih 
podatkov, ki v grobem zajema filtriranje surovih odčitkov, kartiranje procesiranih odčitkov 
in štetje ter izvedbo statističnih testov, so v tem poglavju predstavljeni samo tisti, ki so 
neposredno povezani z relativno kvantifikacijo nivoja okužbe z viroidi in so posledično 
pomembnejši za nadaljnje razumevanje.  
































1 25,3 91 2,35 14,4 23,6 101 2,29 
2 16,6 108 1,81 10,8 16,1 113 1,78 
3 47,1 114 5,44 27,2 45,3 121 5,34 
CBCVd 
1 27,7 102 2,87 16,1 26,8 108 2,82 
2 36,1 99 3,63 17,4 34,8 135 3,56 
3 30,7 127 3,97 20,2 29,6 103 3,89 
HLVd+ 
CBCVd 
1 21,8 99 2,2 15,7 21,6 94 2,15 
2 16,9 91 1,57 15,2 16,8 91 1,53 




1 21,7 111 2,45 13,9 21,7 111 2,41 
2 27 115 3,14 17,4 26,9 117 3,1 
3 22,8 99 2,29 14 22,7 101 2,26 
Kontrola 
1 15,8 112 1,8 12,3 14,2 128 1,74 
2 18,8 102 1,96 15,2 17,1 116 1,9 
3 19,2 103 2,03 14,9 17,1 119 1,96 
4.1.1 Statistika kartiranja 
Kartiranje je proces obdelave procesiranih odčitkov, pri katerem jih izbran algoritem 
razporeja na izbrana referenčna nukleotidna zaporedja. Izplen algoritma je velik nabor 
podatkov kartiranja, med katerimi je za naše razumevanje najbolj pomembno absolutno 
število odčitkov, ki se je kartiralo na določeno referenčno zaporedje. Ti podatki so prikazani 
v preglednici 8. 
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(+) verigo [%] 
Kartiranih na 
(−) verigo [%] 
HLVd_1 
NC_003611 256 4192 1495 [36] 2697 [64] 
KM211547 284 6 4 [67] 2 [33] 
NC_001351 302 27 3 [11] 24 [89] 
HLVd_2 
NC_003611 256 1573 285 [18] 1288 [82] 
KM211547 284 5 4 [80] 1 [20] 
NC_001351 302 10 3 [30] 7 [70] 
HLVd_3 
NC_003611 256 15275 2003 [13] 13272 [87] 
KM211547 284 5 2 [40] 3 [60] 
NC_001351 302 19 0 [0] 19 [100] 
CBCVd_1 
NC_003611 256 26 6 [23] 20 [77] 
KM211547 284 7178 547 [8] 6631 [92] 
NC_001351 302 96 44 [46] 52 [54] 
CBCVd_2 
NC_003611 256 16 2 [13] 14 [87] 
KM211547 284 10324 550 [5] 9774 [95] 
NC_001351 302 30 11 [37] 19 [63] 
CBCVd_3 
NC_003611 256 7 5 [71] 2 [29] 
KM211547 284 6330 461 [7] 5869 [93] 
NC_001351 302 25 5 [20] 20 [80] 
HLVd+CBCVd_1 
NC_003611 256 3837 602 [16] 3235 [84] 
KM211547 284 10859 304 [3] 10555 [97] 
NC_001351 302 8 3 [38] 5 [62] 
HLVd+CBCVd_2 
NC_003611 256 2462 448 [18] 2014 [82] 
KM211547 284 6685 379 [6] 6306 [94] 
NC_001351 302 11 5 [45] 6 [55] 
HLVd+CBCVd_3 
NC_003611 256 2739 322 [12] 2417 [88] 
KM211547 284 11415 253 [2] 11162 [98] 
NC_001351 302 13 1 [8] 12 [92] 
HLVd+CBCVd+HSVd_1 
NC_003611 256 7 1 [14] 6 [86] 
KM211547 284 5798 121 [2] 5677 [98] 
NC_001351 302 2801 1213 [43] 1588 [57] 
HLVd+CBCVd+HSVd_2 
NC_003611 256 2113 411 [19] 1702 [81] 
KM211547 284 4539 260 [6] 4279 [94] 
NC_001351 302 5877 2861 [49] 3016 [51] 
HLVd+CBCVd+HSVd_3 
NC_003611 256 3066 449 [15] 2617 [85] 
KM211547 284 3174 182 [6] 2992 [94] 
NC_001351 302 7112 3461 [49] 3651 [51] 
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4.1.2 Grafični prikaz relativne količine viroidov  
Relativne količine viroidov izražene v vrednostih RPKM ter odstotki odčitkov, ki so se 
kartirali na (+) oz. (−) referenčno zaporedje pripadajočih viroidov so prikazani na slikah 8, 
9, 10 in 11. Številke v oglatih oklepajih pod grafi označujejo biološke vzorce oz. tretiranja 
hmelja – [1] = HLVd; [2] = CBCVd; [3] = HSVd; [4] = HLVd in CBCVd; [5] = HLVd in 
HSVd; [6] = CBCVd in HSVd; [7] = HLVd in CBCVd in HSVd,  številke izven oklepajev 
pa biološke ponovitve.  
 
Slika 8: Količina viroidov pri različnih bioloških vzorcih izražena v vrednostih RPKM. [1] = HLVd; [2] = 
CBCVd; [4] = HLVd in CBCVd; [7] = HLVd in CBCVd in HSVd 
Iz grafa na sliki 8 vidimo, da je največja količina viroidov v rastlinah hmelja, ki so bile 
okužene samo z viroidom HLVd, sledijo mu rastline hmelja, ki so bile okužene z viroidoma 
HLVd in CBCVd, nato tiste, ki so bile okužene z viroidom CBCVd, najmanjša količina 
viroidov pa je pri tistih, ki so bile okužene z vsemi tremi viroidi (slika 8). Pravzaprav je 
kumulativna količina viroidov pri vseh rastlinah hmelja, razen tistih, ki so bile okužene z 
viroidom HLVd, zelo podobna.  
Če primerjamo vzorce hmelja, okužene z viroidom HLVd in vzorce hmelja okužene z 
viroidoma HLVd in CBCVd, vidimo, da se pri slednjih količina viroida HLVd zmanjša. Pri 
primerjavi vzorcev hmelja, okuženih z viroidom CBCVd in vzorcev hmelja z viroidoma 
HLVd in CBCVd, vidimo, da se v slednjih vzorcih količina viroida CBCVd prav tako 
zmanjša. Ko primerjamo vzorce hmelja, okužene z viroidom HLVd in vzorce hmelja z vsemi 
tremi viroidi, opazimo, da se v slednjem primeru količina viroida HLVd zmanjša. Če pa 
primerjamo vzorce hmelja, okužene z viroidom CBCVd in vzorce hmelja okuženih z vsemi 
tremi viroidi, ravno tako opazimo zmanjšanje v količini viroida CBCVd. Tako količina 
viroida HLVd kot tudi CBCVd se zmanjša, kadar primerjamo vzorce hmelja okužene z 
viroidoma HLVd in CBCVd in vzorce hmelja, okužene z vsemi tremi viroidi. Za isto 
primerjavo lahko rečemo tudi, da prisotnost tretjega viroida, HSVd, bolj vpliva na količino 
viroida HLVd, kot na količino viroida CBCVd. Ponovno lahko opazimo trend zmanjšanja 


















HLVd CBCVd HSVd HLVd+CBCVd+HSVd
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viroidi, s hmeljem okuženim z dvema ali vsemi tremi viroidi. Meritve tudi kažejo na to, da 
se med različnimi tretiranji količina viroida HLVd najbolj spreminja, najmanj pa se 
spreminja količina viroida CBCVd.  
 
Slika 9: Količina viroida HLVd izražena kot RPKM pri različnih tretiranjih in odstotek odčitkov kartiranih na 
(+) in (−) referenčno zaporedje. [1] = HLVd; [4] = HLVd in CBCVd; [7] = HLVd in CBCVd in HSVd 
Iz grafa na sliki 9 lahko opazimo določeno stopnjo variabilnosti količine viroidov izražene 
kot RPKM med biološkimi ponovitvami. Največja je pri vzorcih hmelja, ki so bili  okuženi 
samo z viroidom HLVd, nekoliko manjša pa se kaže pri vzorcih hmelja, ki so bili  okuženi z 
viroidoma HLVd in CBCVd oz. z vsemi tremi viroidi.  Pri vseh bioloških vzorcih, z izjemo 
ene biološke ponovitve vzorca hmelja, okuženega samo z viroidom HLVd, vidimo, da se je 
večji delež vseh odčitkov kartiral na (−) referenčno zaporedje. Pri vzorcih hmelja, ki so bili 
okuženi z viroidi HLVd in CBCVd oz. z vsemi tremi viroidi lahko opazimo tudi določeno 






























% odčitkov, kartiranih na (−) verigo % odčitkov, kartiranih na (+) verigo
Količina viroida
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Slika 10: Količina viroida CBCVd izražena kot RPKM pri različnih tretiranjih in odstotek odčitkov kartiranih 
na (+) in (−) referenčno zaporedje. [2] = CBCVd; [4] = HLVd in CBCVd; [7] = HLVd in CBCVd in HSVd 
V nasprotju s prejšnjim grafom na sliki 10, ki med drugim prikazuje količino viroida CBCVd 
pri različnih tretiranjih,  ne opazimo enake stopnje variabilnosti pri vzorcih hmelja, ki so bili 
okuženi samo z enim viroidom. Vidimo namreč precejšnjo stabilnost v količini viroida. Pri 
vzorcih hmelja, ki so bili okuženi z vsemi tremi viroidi pa je stopnja variabilnosti količine 
viroida izražena kot RPKM med biološkimi ponovitvami nekoliko višja. Pri vseh vzorcih 
vidimo, da se je velika večina odčitkov kartirala na komplementarno referenčno zaporedje 
ter tudi, da se razmerje med odčitki, ki so se katirali na (+) in (−) referenčno zaporedje, 
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Slika 11: Količina viroida HSVd izražena kot RPKM pri vzorcu hmelja, okužen z vsemi tremi viroidi in 
odstotek odčitkov kartiranih na (+) in (−) referenčno zaporedje. Številke 1, 2 in 3 označujejo biološke ponovitve 
Slika 11 prikazuje količino viroda HSVd in odstotek odčitkov, ki se je kartiral na (+) in (−) 
referenčno zaporedje viroida HSVd. V tem primeru tudi lahko govorimo o določeni stopnji 
variabilnosti med vzorcih hmelja, ki so bili okuženi z vsemi tremi viroidi. V nasprotju s 
prejšnjima dvema grafoma (slika 9 in 10) pa se je tokrat približno enako število odčitkov 
kartiralo na vodilno, kot tudi na komplementarno referenčno zaporedje. Ne moremo podati 
ocene o ohranjanju razmerja med odčitki med biološkimi vzorci, saj je bil v sklopu 
bioinformatske obdelave vzorec hmelja, okužen z vsemi tremi viroidi edini, ki je vseboval 
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Slika 12: Količina viroidov izražena v vrednostih RPKM pri vzorcih hmelja, ki so okuženi z vsemi tremi 
viroidi. Številke 1, 2 in 3 označujejo biološke ponovitve 
V zgornjem grafu, ki je prikazan na sliki 12 in podaja informacijo o količini viroidov pri 
vzorcih hmelja, okuženih z vsemi tremi viroidi, je najbolj očitno, da ni znatne variabilnost v 
kumulativni količini viroidov med biološkimi ponovitvami. Zanimivo je, da v prvi biološki 
ponovitvi praktično ni viroida HLVd, saj se je zelo majhen delež odčitkov kartiral na njegovo 
referenčno zaporedje in verjetno pri tem vzorcu okužba s tem viroidom ni uspela, čeprav je 
bil v testu viden kot pozitiven vzorec. Tudi sicer je tega viroida najmanj, v primerjavi z 
drugima. Količina slednjih pa variira med biološkimi ponovitvami, pri čemer količina 
viroida HSVd kaže manjšo variabilnost kot pa količina viroida CBCVd. Iz podatkov lahko 
vidimo, da opazna prisotnost viroida HLVd negativno vpliva na količino viroida CBCVd in 
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4.1.3 Rezultati statističnega testa EDGE 
Podatke o količini zaporedij v biološkem vzorcu lahko tudi statistično testiramo. Za to smo 
izbrali test EDGE, ki se sicer uporablja za statistične analize podatkov RNA-seq. V našem 
primeru podatki ustrezajo slednjim, zato smo se poslužili tudi tega testa. Rezultati so 
prikazani so v preglednicah 9 in 10.  
Preglednica 9: Povzetek rezultatov statističnega testa EDGE primerjave skupne količine viroidov 




HLVd HLVd+CBCVd 1,29 0,11 
HLVd HLVd+CBCVd+HSVd -3,11 0,61 
HLVd+CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,28 0,84 
CBCVd 
CBCVd HLVd+CBCVd 1,02 0,9 
CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,11 0,35 
HLVd+CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,4 0,1 
Spremembe v vrednostih RPKM nam sprva govorijo o možnem medsebojnem vplivu 
viroidov, ki so v nekaterih primerih pozitivnih, v drugih pa negativni, kar prikazuje višje ali 
nižje vsebnosti. Kljub temu pa rezultati statističnega testa (preglednica 9), izraženi v p-
vrednostih kažejo na to, da v nobenem primeru ni statistično značilne razlike v 
normaliziranih vrednostih RPKM, ki v našem primeru predstavljajo relativno količino 
viroidov. 
Preglednica 10: Povzetek rezultatov statističnega testa EDGE primerjave (+) in (−) verig viroidov 





HLVd HLVd+CBCVd -1,91 0,09 
HLVd HLVd+CBCVd+HSVd -2,91 0,34 
HLVd+CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd 1,07 0,95 
(−) 
HLVd HLVd+CBCVd 1,04 0,81 
HLVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,73 0,63 
HLVd+CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,04 0,97 
CBCVd 
(+) 
CBCVd HLVd+CBCVd -4,24 5,78e-11* 
CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd -6,2 0,00* 
HLVd+CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,09 0,78 
(−) 
CBCVd HLVd+CBCVd -1,27 0,04* 
CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,91 0,14 
HLVd+CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,4 0,07 
Iz preglednice 10 v večini primerov vidimo, da se količina (+) oz. (−) verige zmanjša, kadar 
primerjamo vzorec hmelja okužen s posameznim viroidom in vzorce hmelja z dvema ali več 
viroidi. Kljub temu pa v večini primerov rezultati statističnega testa EDGE ne govorijo o 
statistično značilni razliki. Izjemoma se le-ta kaže, kadar primerjamo količine (+) oz. (−) 
verige viroida CBCVd. Ta je najbolj izrazita za (+) verigo v primerjavi vzorcev hmelja, 
okuženih z viroidom CBCVd in hmelja z vsemi tremi viroidi. Za isto verigo je zelo podobna 
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statistična značilnost v razliki pri primerjavi vzorcev hmelja, okuženih z viroidom CBCVd 
in hmelja z HLVd in CBCVd. Pri primerjavi količine (−) verige med vzorci hmelja okuženih 
z viroidom CBCVd ter hmeljem z HLVd in CBCVd vidimo, da gre v slednjem primeru za 
statistično značilno zmanjšanje. 
4.2 IZMERJENA KONCENTRACIJA IN OCENE VREDNOSTI RIN TER ČISTOTA 
IZOLIRANE RNA 
Koncentracijo RNA smo izmerili s pomočjo spektrofotometra, manjši količini vzorcev pa 
smo določili tudi število RIN (angl. RNA integrity number) s pomočjo naprave Agilent 
Bioanalyzer 2100 (preglednica 11).  
Preglednica 11: Koncentracije skupne RNA, razmerja absorbanc A260/A280 in ocenjene vrednosti RIN za vzorce 
hmelja, okužene z različnimi kombinacijami viroidov 
Tretiranje hmelja Biološka 
ponovitev 




1 222,8 2,142 n.p. 
2 131,2 2,158 n.p. 
3 177,6 2,104 n.p. 
4 268,8 2,154 n.p. 
CBCVd 
1 202 2,122 n.p. 
2 286,1 2,154 n.p. 
3 172,8 2,139 n.p. 
4 140 1,96 6,8 
HSVd 
1 240 1,82 n.p. 
2 140 1,68 n.p. 
3 130  1,65 5,3 
HLVd+CBCVd 
1 280  2,06 -4,5 
2 147 n.p. n.p. 
3 139 1,84 6,9 
4 210  1,95 -7,4 
HLVd+HSVd 
1 808 2,02 n.p. 
2 639 2,08 n.p. 
3 330 2,11 n.p. 
4 199,7  n.p. n.p. 
CBCVd+HSVd 
1 156 1,73 n.p. 
2 240 1,86 n.p. 
3 112 1,93 n.p. 
4 154 1,88 n.p. 
HLVd+CBCVd+HSVd 
1 340 1,87 7,7 
2 301 1,8 7,0 
3 319 1,93 n.p. 
4 205 1,85 n.p. 
*n.p. – ni podatka 
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Izmerjene koncentracije izolirane skupne RNA so bile ustrezne za nadaljnjo delo, t.j. 
priprava matrice cDNA z obratno transkripcijo s sledečo kvantifikacijo z metodo qPCR. 
Enako smo sklenili glede vrednosti RIN, saj so bile znotraj meja, ki so priporočene za delo 
z molekulami RNA. 
4.3 UČINKOVITOST POMNOŽEVANJA V qPCR 
Iz meritev smo najprej odčitali učinkovitost pomnoževanja, ki jo izračuna program 7500 
Software For 7500 and 7500 Fast Real Time PCR Systems v2.0.6 (Applied Biosystems) za 
obdelavo izmerjenih vrednosti Cq. V kolikor je bila ta med 90 in 110 %, smo nadaljevali z 
njihovo obdelavo. Pri tem smo morali nekaj meritev izključiti iz analize, ker se je izkazalo, 
da pomnoževanje ni povsod potekalo optimalno. Glede na to, da smo vzorce redčili 
štirikratno v serijskem redčenju, bi ob 100 % učinkovitosti pomnoževanja pričakovali, da bo 
med dvema cikloma pomnoževanja razlika v vrednostih Cq med vzorcema, ki se po 
koncentraciji razlikujeta za faktor 4 enaka 2. Primer pomnoževanja je na sliki 13.  
 
Slika 13: Primer grafa pomnoževanja, ki prikazuje odvisnost jakosti signala od števila ciklov 
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4.4 ANALIZA TALILNIH KRIVULJ 
Ob upoštevanju standardnih smernic pri izvedbi qPCR z uporabo DNA vezavnega barvila 
(SYBR Green) smo po koncu vsakega pomnoževanja izvedli tudi analizo talilne krivulje, da 
bi potrdili specifičnost pomnožkov qPCR (Real-time PCR handbook…, 2012). Pri večini 
analiziranih vzorcev smo lahko potrdili specifičnost pomnoževanja. Primer takega 
pomnoževanje vidimo na sliki 14B. Pri nekaterih vzorcih smo iz meritev lahko odčitali 
najmanj dva vrhova, kar je kazalo na to, da so se pomnožila tudi nespecifična tarčna 
zaporedja. Primer takega pomnoževanja vidimo na sliki 14A. Pri teh vzorcih je k signalu 
prispevalo interkalirajoče barvilo, ki se je vezalo v specifičen ter nespecifičen pomnožek, 
kar je posledično vplivalo tudi na vrednosti Cq. Take vzorce smo odstranili iz nadaljnje 
obdelave. Pri vsaki izvedbi qPCR smo uporabili negativne kontrole, kjer smo v reakcijsko 
mešanico namesto vzorca odpipetirali enak volumen vode. V teh vzorcih ni prišlo do 
specifičnega pomnoževanja, kar vidimo na sliki 15, kjer je sistem zaznal temperature talilnih 
krivulj, ki niso značilne za temperature talilnih krivulj tarčnih zaporedij. Na podlagi tega 
smo sklepali, da pojav več vrhov pri analizi talilnih krivulj najverjetneje ni povezan s 
kontaminacijo vzorcev, ampak so vrhovi pri negativnih kontrolah bolj verjetno posledica 
tvorbe dimerov začetnih oligonukleotidov.   
 
Slika 14: Primera grafov analize talilnih krivulj. Slika 14A prikazuje pomnožke qPCR po specifični obratni 
transkripciji pozitivne verige viroida HLVd. Slika 14B prikazuje pomnožke qPCR po specifični obratni 
transkripciji pozitivne verige viroida HSVd  
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Slika 15: Vrhovi talilnih krivulj vzorcev negativnih kontrol. A – začetni oligonukleotidi HLVd, B – začetni 
oligonukleotidi CBCVd, C – začetni oligonukleotidi HSVd 
Z namenom, da bi analizirali vzorce za katere smo iz meritev ocenili, da gre za nespecifično 
pomnoževanje, smo izvedli analizo pomnožkov qPCR z metodo elektroforeze na agaroznem 
gelu in določevanje nukleotidnega zaporedja po Sangerju.  
4.5  OCENA RELATIVNE KOLIČINE VIROIDOV IN RAZMERJA MED (+) IN (−) 
OBLIKO VIROIDA Z RT-qPCR 
Oznake na sledečih grafih (slika 16, 17, 18 in 19) so enake kot na slikah 8, 9, 10 in 11. 
Številke v oglatih oklepajih pod grafi označujejo biološke vzorce oz. tretiranja hmelja – [1] 
= HLVd; [2] = CBCVd; [3] = HSVd; [4] = HLVd in CBCVd; [5] = HLVd in HSVd; [6] = 
CBCVd in HSVd; [7] = HLVd in CBCVd in HSVd, številke izven oklepajev pa biološke 
ponovitve. Y os ima enoto 1, ker gre za relativno količino viroidov glede na nivo izražanja 
gena DRH1. Zaradi njegovega konstantnega izražanja lahko primerjamo količine viroidov 
med različnimi kombinacijami okužb hmelja. 
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Slika 16: Povprečna relativna količina viroidov in vsota povprečij vseh viroidov pri različnih tretiranjih hmelja. 
[1] = HLVd; [2] = CBCVd; [3] = HSVd; [4] = HLVd in CBCVd; [5] = HLVd in HSVd; [6] = CBCVd in HSVd; 
[7] = HLVd in CBCVd in HSVd 
Iz grafa na sliki 16 lahko ocenimo, da je povprečna relativna količina kateregakoli viroida 
večja takrat, ko gre za vzorce hmelja, okužene z enim samim viroidom, v primerjavi s tistimi 
vzorci, kjer gre za okužbo z dvema oz. z vsemi tremi viroidi, kar sovpada z rezultati 
sekvenciranja NGS. Med vzorci hmelja, kjer gre za okužbo z enim viroidom, opazimo, da je 
povprečna relativna količina viroida HSVd največja, najmanjša pa pri vzorcih hmelja, 
okuženih z viroidom CBCVd. Poleg tega lahko iz grafa ocenimo, da se največja razlika med 
povprečjem relativne količine viroida, kaže pri tistih vzorcih, kjer je prisoten viroid HSVd, 
najmanjša pa pri tistih, kjer je prisoten viroid CBCVd. Zanimivo je predvsem to, da pri 
večkratnih okužbah relativne količine ne dosegajo nivoja enkratne okužbe, kar lahko kaže 
na antagonistično delovanje viroidov enega na drugega. 
Statistični rezultati testa ANOVA so prikazani v preglednici 12. Prikazane so primerjave 
relativnih količin posameznih viroidov (HLVd, CBCVd in HSVd) med biološkimi vzorci, 
izvedli pa smo enak test tudi za skupno relativno količino viroidov. Kljub temu, da iz grafa 
na sliki 15 opazimo razlike v skupni relativni količini viroidov med biološkimi vzorci, pa 
rezultati statističnega testa ne govorijo o statistično značilni razliki. Pravzaprav statistično 
značilnih razlik ne potrdimo že zaradi velikih odstopanj med biološkimi ponovitvami. 
Izjemoma se je kazala pri primerjavi vzorcev hmelja, okuženih z viroidom HVSd, z vzorci 










[1] [2] [3] [4] [5] [6] [7]
HLVd CBCVd HSVd HLVd+CBCVd+HSVd
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Preglednica 12: Povzetek rezultatov statističnega testa ANOVA 
Viroid Tretiranje 1 Tretiranje 2 Faktor spremembe p-vrednost 
HLVd 
HLVd HLVd+CBCVd -9,04 0,15 
HLVd HLVd+HSVd -3,41 0,89 
HLVd HLVd+CBCVd+HSVd -6,66 0,01* 
HLVd+CBCVd HLVd+HSVd 2,65 0,68 
HLVd+CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd 1,36 0,9 
HLVd+HSVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,95 0,12 
CBCVd 
CBCVd HLVd+CBCVd -2,98 0,88 
CBCVd CBCVd+HSVd -3,72 0,12 
CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd -2,57 0,97 
HLVd+CBCVd CBCVd+HSVd -1,25 0,77 
HLVd+CBCVd HLVd+CBCVd+HSVd 1,16 0,1 
CBCVd+HSVd HLVd+CBCVd+HSVd 1,45 0,59 
HSVd 
HSVd HLVd+HSVd -10,83 0,01* 
HSVd CBCVd+HSVd -49,63 <0,001*** 
HSVd HLVd+CBCVd+HSVd -74,44 <0,001*** 
HLVd+HSVd CBCVd+HSVd -4,58 0,03* 
HLVd+HSVd HLVd+CBCVd+HSVd -6,88 0,01* 
CBCVd+HSVd HLVd+CBCVd+HSVd -1,5 0,99 
Iz preglednice 12 ponovno vidimo, da se relativna količina kateregakoli viroida zmanjša, 
kadar je le-ta v kombinaciji še z drugim viroidom. V sklopu primerjav med vzorci hmelja 
okuženih z enim viroidom in vzorci hmelja okuženih z dvema ali vsemi viroidi, so faktorji 
zmanjšanja v območju med 2,57 in 74,44. Vendar pa vsa zmanjšanja relativne količine niso 
statistično značilna. Zmanjšanje relativne količine viroida HLVd je mejno statistično 
značilno le v primeru, kjer primerjamo vzorce hmelja, okužene z njim in pa vzorce hmelja z 
vsemi tremi viroidi. Pri viroidu CBCVd niti v primeru povečanja, niti v primeru zmanjšanja 
ne gre za statistično značilno razliko. Pri obravnavanju relativne količine viroida HSVd pa 
se je v kar petih primerih parnih primerjav izkazalo, da gre za statistično značilno razliko v 
relativni količini. Le razlika v relativni količini viroida HSVd med okužbo hmelja z 
viroidoma CBCVd in HSVd ter okužbo hmelja z vsemi viroidi ni statistično značilna. 
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Slika 17: Povprečna relativna in skupna količina viroidov pri vzorcih hmelja, okuženega z vsemi tremi viroidi. 
Številke 1, 2, 3, 4 označujejo biološke ponovitve. 
Graf na sliki 17 prikazuje relativno količino posameznih viroidov (primarna y os) in 
relativno količino vseh viroidov (sekundarna y os) pri vzorcih hmelja, okuženih z vsemi 
tremi viroidi. Pri vseh bioloških ponovitvah smo zaznali prisotnost vseh treh viroidov, a v 
bistveno različnih relativnih količinah. Stopnja biološke variabilnost v skupni relativni 
količini viroidov je bila v tem primeru znatna. Pri drugi in tretji biološki ponovitvi lahko 
govorimo o skoraj zanemarljivi skupni relativni količini viroidov v primerjavi s prvo in 
četrto biološko ponovitvijo. Pri slednji smo ocenili, da je v relativno zadostni meri prisoten 
le viroid CBCVd, ostala dva viroida pa sta prisotna v izjemno majhnih količinah. Z izjemo 
tretje biološke ponovitve bi lahko dejali, da je med vsemi prisotnimi viroidi, največ viroida 
CBCVd. 
Zadnji trije grafi (slika 18, 19 in 20) prikazujejo odstotek (−) in (+) verige (primarna y os) 
posameznih viroidov ter njihove relativne količine (sekundarna y os) pri različnih 
kombinacijah okužb hmelja. Biološki vzorci pri katerih so meritve skupne relativne količine 
viroida nakazovale na dejstvo, da je njegova prisotnost v hmelju zanemarljivo majhna, niso 
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Slika 18: Relativna količina viroida HLVd in odstotek (+) in (−) verige pri različnih tretiranjih hmelja. [1] = 
HLVd; [4] = HLVd in CBCVd; [5] = HLVd in HSVd; [7] = HLVd in CBCVd in HSVd 
Pri vseh bioloških vzorcih, kjer smo analizirali viroid HLVd (slika 18) lahko opazimo 
variabilnost obeh spremenljivk med biološkimi ponovitvami. Najmanj izrazita je pri vzorcu, 
kjer je bil hmelj okužen z viroidoma HLVd in CBCVd. Precejšnjo variabilnost lahko 
opazimo pri vzorcih, kjer je bil hmelj okužen z viroidoma HLVd in HSVd. Najbolj 
signifikantna variabilnost pa je prisotna pri vzorcih hmelja, okuženih samo z viroidom 
HLVd. Istočasno lahko iz grafa ocenimo potencialno korelacijo med količino viroida in 
deležem verig. Tam kjer se je količina viroida povečala, se je obenem premaknilo razmerje 
med (+) in (−) verigo v smeri (+) verige, ki je zrela oblika viroida v rastlini. Dalje opazimo, 























[1] / 1 [1] / 2 [1] / 3 [1] / 4 [4] / 1 [4] / 4 [5] / 1 [5] / 2 [5] / 3 [5] / 4 [7] / 1
% (−) verige % (+) verige Relativna količina viroida
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Slika 17: Relativna količina viroida CBCVd in odstotek (+) in (−) verige pri različnih tretiranjih hmelja. [2] = 
CBCVd; [4] = HLVd in CBCVd; [6] = CBCVd in HSVd; [7] = HLVd in CBCVd in HSVd 
Iz grafa na sliki 19, kjer je prikazana relativna količina viroida CBCVd in odstotek (+) in (−) 
verige pri različnih tretiranjih hmelja, najprej opazimo variabilnost skupne relativne količine 
viroida med biološkimi ponovitvami. V primerjavi s prikazanimi rezultati viroida HLVd na 
sliki 18, ne moremo oceniti nobene korelacije med skupno relativno količino viroida in 
odstotkom (+) ali (−) verige. Lahko pa spet opazimo zmanjšanje skupne količine viroida, 
kadar primerjamo vzorce hmelja, ki so okuženi samo z viroidom CBCVd in tiste, ki so 
okuženi v različnih kombinacijah. Vendar pa meritve vzorcev [4]/3 (tretja biološka 
ponovitev vzorca hmelja okuženega z viroidoma HLVd in CBCVd) in [6]/3 (tretja biološka 
ponovitev vzorca hmelja okuženega z viroidoma CBCVd in HSVd) v primerjavi z meritvijo 
vzorca [2]/2 (druga biološka ponovitev vzorca hmelja okuženega z viroidom CBCVd) ne 
potrjujeta tega opažanja. Izmed trinajstih vzorcev je pet takih, ki kažejo, da je količina (+) 






















[2] / 1 [2] / 2 [2] / 3 [2] / 4 [4] / 1 [4] / 3 [4] / 4 [6] / 1 [6] / 2 [6] / 3 [6] / 4 [7] / 1 [7] / 4
% (−) verige % (+) verige Relativna količina viroida
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Slika 180: Relativna količina viroida HSVd in odstotek (+) in (−) verige pri različnih tretiranjih hmelja. [3] = 
HSVd; [5] = HLVd in HSVd; [6] = CBCVd in HSVd; [7] = HLVd in CBCVd in HSVd 
Na sliki 20 je prikazana relativna količina viroida HSVd in odstotek (+) in (−) verige pri 
različnih tretiranjih hmelja. Kakor v prejšnjih dveh grafih (HLVd, slika 18 in CBCVd, slika 
19) lahko tudi pri tem opazimo zmanjšanje relativne skupne količine viroida, kadar se le-ta 
nahaja v kombinaciji še z viroidom HLVd ali CBCVd oz. z obema. Poleg tega ne moremo 
govoriti o potencialni korelaciji med relativno skupno količino viroida HSVd in razmerjem 
deležev (+) in (−) verige. Med enajstimi vzorci opazimo, da je osem takih, kjer je količina 





















[3] / 1 [3] / 2 [3] / 3 [5] / 1 [5] / 2 [5] / 3 [5] / 4 [6] / 1 [6] / 2 [6] / 3 [7] / 1
% (−) verige % (+) verige Relativna količina viroida
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4.6 ANALIZA POMNOŽKOV qPCR Z AGAROZNO GELSKO ELEKTROFOREZO 
Analiza vzorcev pomnožkov qPCR z metodo agarozne gelske elektroforeze je pokazala, da 
nekateri vzorci vsebujejo več kot en produkt. Glede na to, da so bili začetni oligonukleotidi 
zasnovani tako, da smo z njimi pomnoževali odseke dolžin med 80 in 102 bp, je iz gela 
razvidno, da smo v vseh primerih zaznali tudi pomnožke pričakovanih dolžin (HLVd = 82 
bp, CBCVd = 80 bp, HSVd = 102 bp). Pri vzorcih, kjer je analiza talilnih krivulj zaznala več 
kot en vrh (poglavje 4.4. Analiza talilnih krivulj, slika 14) sta bili na gelu prisotni vsaj dve 
elektroforetski črti oz. pomnožena fragmenta, kar lahko opazimo na sliki 21. 
 
Slika 21: Primer rezultata agarozne gelske elektroforeze po končani qPCR. V vseh treh primerih smo nanesli 
pomnožke qPCR (+) verige posameznega viroida; zgoraj – HVLd, sredina – CBCVd in spodaj – HSVd  
R0, R1, R2, R3, R4, R5 in R6 označujejo redčitev vzorca, puščice pa označujejo velikostna markerja za 400 
(zgornja) oz. 100 (spodnja) bp. 
Iz slike 21 prav tako vidimo, da se je ponekod pojavila samo ena elektroforetska črta 
pričakovane dolžine, kar je kazalo na specifičnost pomnoževanja. Zabeležili smo s katero 
temperaturo talilne krivulje korelira ta pomnožek, ter vse nadaljnje meritve talilnih krivulj 
referirali na ta vzorec. S tem smo tudi ocenili najbolj verjetno temperaturo talilne krivulje 
pomnožkov za vsak viroid, ki so bile 78,5 °C, 79,1 °C in 77,6 °C za HLVd, CBCVd oz. 
HSVd. Pri nanosu negativnih kontrol na gel ni bilo prisotnih nobenih elektroforetskih črt, iz 
česar smo zaključili kot pri analizi qPCR – prisotnost nespecifičnih pomnožkov najverjetneje 
ni posledica navzkrižne kontaminacije. Glede na poznano naravo razmnoževanja viroidov v 
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rastlini smo domnevali, da so nespecifični pomnožki tudi zaporedja viroidov, a da so se v 
določenih primerih pomnožile njihove multimerne kopije. To smo tudi potrdili s sekvenčno 
analizo po Sangerju tako, da smo izrezali koščke gela s pričakovanimi in nepričakovanimi 
fragmenti – prvega smo imeli za pozitivno kontrolo. Rezultati sekvenciranja so predstavljeni 
v poglavju 4.8 Določevanje zaporedja nukleotidov pomnožkov qPCR z metodo po Sangerju. 
Na gelu smo opazili določeno stopnjo odstopanja dolžine pomnožkov od pričakovanih 
dolžin glede na uporabljene začetne oligonukleotide. Posumili smo na slabšo ločljivosti in 
spodnje meje detekcije pod 100 bp, ki je značilna za agarozno gelsko elektroforezo, zato 
smo dolžine pomnožkov preverili še z metodo kapilarne gelske elektroforeze, z napravo 
Agilent Bioanalyzer 2100. Rezultati so prikazani v naslednjem poglavju 4.7 Analiza 
pomnožkov qPCR s kapilarno gelsko elektroforezo. 
4.7 ANALIZA POMNOŽKOV qPCR S KAPILARNO GELSKO ELEKTROFOREZO 
S to metodo smo z visoko stopnjo zanesljivosti potrdili pričakovano dolžino pomnožkov, ki 
so predstavljene na slikah 22, 23 in 24. Pri vzorcih, kjer smo pomnoževali zaporedje viroida 
HLVd, program za obdelavo meritev ni zaznal vrhov na elektroforegramu, kljub temu da so 
le-ti prisotni in, da jih lahko vidimo. Pri njih smo dolžine pomnožkov ocenili s pomočjo 
ročne obdelave elektroforegrama, tako da smo čimbolj ozko območje vrha grafa zamejili z 
navpičnimi črtami. Pričakovane dolžine pomnožkov tarčnih zaporedij so navedene v 
poglavju 3.4.1 Zasnovanje začetnih oligonukleotidov. Iz meritev pa smo odčitali dolžini 88 
bp za (+) oz. 92 bp za (−) verigo pri viroidu HLVd (pričakovana 82 bp), 86 bp za (+) oz. 89 
bp za (−)  verigo pri vioridu CBCVd (pričakovana 80 bp) in 104 bp za (+) oz. 105 bp za (−) 
verigo pri viroidu HSVd (pričakovana 102 bp).  
 
Slika 22: Vrhovi vzorcev pomnožkov qPCR s pričakovano dolžino 82 bp. Zgoraj – (+) veriga viroida HLVd 
(detektirana dolžina = 88 bp), spodaj – (−) veriga viroida HLVd (detektirana dolžina = 92 bp) 
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Slika 193: Vrhovi vzorcev pomnožkov qPCR s pričakovano dolžino 80 bp. Zgoraj – (+) veriga viroida CBCVd 
(detektirana dolžina = 86 bp), spodaj – (−) veriga viroida CBCVd (detektirana dolžina = 89 bp) 
 
Slika 204: Vrhovi vzorcev pomnožkov qPCR s pričakovano dolžino 102 bp. Zgoraj – (+) veriga viroida HSVd 
(detektirana dolžina 104 bp), spodaj – (−) veriga viroida HSVd (detektirana dolžina 105 bp) 
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4.8  DOLOČEVANJE ZAPOREDJA NUKLEOTIDOV POMNOŽKOV qPCR Z 
METODO PO SANGERJU 
Preurejena nukleotidna zaporedja, ki smo jih pridobili s programom CodonCode Aligner 
različice 8.0.1, smo z uporabo algoritma BLAST primerjali s celotno zbirko dostopnih 
zaporedji na NCBI. Rezultati so pokazali, da se vsa posekvencirana zaporedja najbolje 
ujemajo z zaporedji pripadajočih viroidov, ki so bila tisti trenutek dostopna v zbirki. 
Rezultati analize z algoritmom BLAST se nahajajo v prilogi B. S tem smo zaključili, da vsi 
testirani pomnožki qPCR res pripadajo specifičnim viroidom tako, da pojav nepričakovanih 
elektroforetskih črt ni posledica kontaminacije med pripravo vzorca za RT-qPCR ali za 
agarozno GE, ampak je dejansko posledica biološke oblike molekule viroida.  
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5 RAZPRAVA 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je dvodomna rastlina, ki je trenutno gostitelj za štiri vrste 
viroidov in tudi zanimiv kot modelna rastlina za študije interakcij viroid-gostitelj, zato smo 
v sklopu tega dela zastavili preučevanje količine in polarnosti molekul viroidov v rastlini 
hmelja s pomočjo bioinformatske analize sekvenčnih podatkov in analize RT-qPCR v dveh 
korakih. 
Študije akumulacije viroidov v rastlini kažejo, da je ta najverjetneje odvisna od njihove 
hitrosti razmnoževanja in razgrajevanja (Flores in sod., 2017). Z izjemo vzorcev hmelja, ki 
so bili okuženi z viroidom HLVd, se skupna količina viroidov ni bistveno spreminjala med 
različnimi tretiranji. Podatki (RNA-seq in qPCR) kažejo na to, da obstaja mejna količina 
molekul viroidov, ki se v stanju okužbe lahko nahajajo v rastlini oz. predstavljajo biološko 
kapaciteto rastline za pomnoževanje viroida. Verjetno bi lahko bil vzrok v omejeni  količini 
vira energije in ostalih virov, ki so v danem trenutku na voljo v rastlini. Vseeno pa se med 
različnimi biološkimi vzorci spreminja količina posameznih viroidov, čeprav niso vse 
spremembe po statističnem testu EDGE statistično značilne (preglednici 9 in 10). Vzrok za 
zmanjšanje količine viroida HLVd, ko je le-ta v kombinaciji z viroidom CBCVd, bi lahko 
bil v antagonističnem razmerju med patogenoma. Torchetti in sod. (2016) so izvedli študijo 
dvojne okužbe paradižnika z viroidom PSTVd in sardinijskim virusom rumenenja in 
kodravosti listov paradižnika (angl. tomato yellow leaf curl Sardinia virus, TYLCSV), kjer 
so spremljali nivoja okužbe obeh patogenov, kot posledica sprememb v vzorcih metilacije 
rastlinske in virusne DNA. Za oba patogena je značilno, da se razmnožujeta v celičnem 
jedru. Izkazalo se je, da viroid PSTVd močno interferira z virusom preko aktivacije 
gostiteljevih metilacijskih poti DNA, čigar posledica je zmanjšanje v akumulaciji virusa. 
Čeprav se v kombinaciji tretiranja z viroidoma HLVd in CBCVd, zmanjša tudi količina 
slednjega, je zanimivo, da je razlika v količinah očitno večja pri viroidu HLVd, kot pa 
CBCVd. To pomeni, da je razmnoževanje viroida HLVd počasnejše oz. razgrajevanje 
viroida HLVd hitrejše, kadar je poleg njega prisoten tudi viroid CBCVd. Zaradi pomanjkanja 
znanja o kinetiki obeh procesov, bi lahko zaključili le s tem, da je viroid CBCVd bolj uspešen 
antagonist kot pa viroid HLVd in da nad njim prevlada. Podoben pojav opazimo tudi pri 
primerjavi količin viroidov pri tretiranjih hmelja z viroidoma HLVd in CBCVd ter z vsemi 
tremi viroidi. Prisotnost še tretjega patogena, viroida HSVd, negativno vpliva na 
akumulacijo viroidov HLVd in CBCVd.  
Pričakovali smo določeno stopnjo variabilnosti med biološkimi vzorci. V določenih 
primerih, zlasti v sklopu analize qPCR, se je le-ta kazala tudi med biološkimi ponovitvami. 
Glede na to, da izolacija in sekvenciranje RNA nista bila sestavni del te naloge, žal ne 
moremo ugotavljati vzrokov, ki bi lahko bili tehnične narave. Vseeno smo mnenja, da bi v 
nekaterih primerih določeno stopnjo variabilnosti med biološkimi ponovitvami lahko 
pojasnili kot posledico procesa vzorčenja rastlin za izolacijo skupne RNA. Ta pojav je 
najbolj problematičen pri analizah diferencialnega genskega izražanja z visokozmogljivimi 
metodami, kot je RNA-seq (Mclntyre in sod., 2011). Kljub temu, da rastline vzorčimo na 
istih mestih, je zaradi pomanjkanja informacij o razporeditvi viroida po rastlini ta proces 
popolnoma naključen. To pomeni, da lahko v prvem primeru naključno vzamemo del 
rastline, v kateri je količina viroidov ogromna, v drugem pa naključno tak del, ki vsebuje 
majhno količino viroidov. Vpliv tega vira variabilnosti lahko zmanjšamo tako, da povečamo 
število bioloških ponovitev, ki jih analiziramo (Conesa in sod., 2016), ali pa da s postopki 
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določevanja titra viroidov ugotovimo, kateri vzorci oz. biološke ponovitve so primerni za 
analizo in glede količine viroida primerljivi med seboj.  
Vzrok za variabilnost med biološkimi ponovitvami, ki je bolj izrazita pri meritvah qPCR, bi 
lahko bila tudi posledica dela z biološkimi sistemi. Variabilnost med celicami in vzorci je 
inherentna lastnost biologije ter do določene mere pravzaprav neizogibna. Zaradi nje pa smo 
tudi precej bolj omejeni pri navajanju ugotovitev raziskave, zato se nam zdi pomembno, da 
rezultate interpretiramo z določeno stopnjo nejasnosti. Zmanjšamo jo lahko s povečanjem 
stopnje homogenosti rastlinskega materiala, prav tako pa je dobro preprečiti velike 
spremembe v biološki aktivnosti, ki bi drastično vplivale na razlike med vzorci. Kot 
posledica tega so rezultati mnogih raziskav omejeni pri izpeljavi zaključkov (Conesa in sod., 
2016).  
Izmerjene koncentracije izoliranih vzorcev RNA so bile ustrezne za pripravo vzorcev po 
nadaljnjih protokolih (preglednica 11). Vrednosti RIN, ki jih pridobimo s postopkom 
kapilarne elektroforeze na sistemu Agilent Bioanalyzer 2100, podajajo oceno integritete oz. 
razgrajenosti molekul RNA v vzorcu. Zavedati se moramo, da ima lahko le-ta vpliv na 
rezultate sledečih analiz. To bi se lahko kazalo kot neučinkovito pomnoževanje tekom qPCR 
(kar pa bi se pokazalo tudi pri neučinkovitem pomnoževanju referenčnega gena DRH1). 
Tudi v tem primeru so izbrani vzorci RNA, ki smo jih analizirali na tem sistemu, pokazali, 
da gre za nerazgrajene vzorce RNA (preglednica 11). Kljub temu, pa smo v laboratorijskih 
analizah na katedri pokazali, da za pomnoževanje viroidov nerazgrajenost RNA ni ključna, 
saj so molekule viroidov zaradi svojih sekundarnih struktur zelo stabilne in odporne proti 
delovanju encimov RNaz. 
V sklopu analize z metodo qPCR smo želeli kvantificirati nivo okužbe rastline z viroidi. 
Pravzaprav smo želeli kvantificirati monomerne oblike viroidov, saj le-te predstavljajo 
posamezen organizem (Flores in sod., 2005). Analiza pomnoževanja tekom qPCR je 
pokazala, da med procesom ni prihajalo do posebnih težav, ki bi lahko bile posledica 
encimske kinetike. Na podlagi učinkovitosti pomnoževanja, smo zaključili, da je bila metoda 
qPCR izvedena v skladu z ustreznimi standardi, ki se navezujejo na kvantifikacijo (Kralik 
in Ricchi, 2017). Kljub temu smo pri analizi rezultatov pomnoževanja naleteli na težavo, za 
katero smo sprva menili, da bi jo lahko pojasnili kot tehnična variabilnost, zlasti ko smo pri 
interpretaciji upoštevali tudi meritve analiz talilnih krivulj. V luči tega smo večkrat ponovili 
pripravo vzorcev za to analizo, pri čemer je pripravo tudi izvedlo več oseb, da smo lahko 
izključili vpliv operaterja. Vseeno se stopnja tehnične variabilnosti ni bistveno spremenila, 
kar je kazalo na to, da gre dejansko za lastnost izoliranega vzorca RNA. Glede na to, da so 
bile rastline hmelja v vsaki stopnji poskusa izpostavljene enakim pogojem in glede na to, da 
so bili vsi inštrumenti za pripravo in analizo vzorcev kvalificirani in kalibrirani smo mnenja, 
da tolikšna variabilnost najverjetneje nima tehničnega vzroka.  
Za pojav različnih vrhov pri nekaterih vzorcih v sklopu analize talilnih krivulj smo sprva 
menili, da gre za kontaminacijo vzorcev. To predpostavko smo relativno hitro ovrgli na 
podlagi rezultatov negativnih kontrol, kjer ni prišlo do pomnoževanja tarčnega zaporedja, 
prav tako pa ni bilo zaznanih nobenih vrhov s pripadajočo temperaturo talilnih krivulj (slika 
15). Glede na naravo njihovega podvojevanja, kjer se tvorijo daljša linearna pozitivno in 
negativno orientirana multimerna zaporedja (Flores in sod., 2009), smo imeli že v 
izhodiščnem materialu (skupna RNA) več tarčnih zaporedij z različno dolžino, za iste 
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specifične začetne oligonukleotide. Posledično je prišlo do delno nespecifičnega 
pomnoževanja, kar najlažje razložimo s sledečim primerom: med potekom qPCR se v fazi 
naleganja vodilni začetni oligonukleotid veže na začetek prve enote multimera, 
komplementarni začetni oligonukleotid pa na konec druge enote istega multimera. 
Posledično se tvori pomnožek, ki se od pričakovane dolžine razlikuje za približno celotno 
dolžino genoma pripadajočega viroida.  
Žal proces naleganja začetnih oligonukleotidov na komplementarno zaporedje ni odvisen od 
parametrov, ki bi jih lahko nadzirali. Zaradi tega sumimo, da so se tekom qPCR najverjetneje 
naključno pomnoževala specifična, a različno dolga zaporedja viroidov. Iz analize talilnih 
krivulj (slika 14) ter slike analize pomnožkov qPCR z agarozno elektroforezo (slika 21) 
opazimo, da je bil ta pojav najbolj izrazit pri pomnoževanju viroidov HLVd in CBCVd, 
nekoliko manj pa pri viroidu HSVd. Smernice z metodo qPCR govorijo o tem, da morajo 
vse vrednosti Cq pripadati specifičnemu pomnožku, v kolikor je cilj analize kvantifikacija 
nivoja izražanja (Real-time PCR handbook…, 2017). Zaradi tega smo vse tiste meritve, pri 
katerih je program zaznal vsaj dve temperaturi talilnih krivulj zavrgli, ker ne moremo 
predvideti koncentracijskega razmerja med pomnožkoma, čeprav obstaja verjetnost, da gre 
za specifičen pomnožek z različno dolžino. 
Na podlagi rezultatov qPCR smo potrdili našo domnevo o tem, da se skupna količina 
viroidov med različnimi biološkimi vzorci ne spreminja. Čeprav podatki na grafih (slika 16) 
na prvi pogled kažejo na prisotnost razlik, pa tega z rezultati statističnega testa ANOVA 
nismo potrdili. Najverjetneje se viroidi dejansko razmnožijo do nivoja biološkega zasičenja 
oz. kapacitete gostitelja, kar pomeni, da so viroidi izkoristili vse proste vire energije, ki jih 
zagotavlja gostitelj. Torej s stališča povedanega lahko špekuliramo, da ima tudi nepatogen 
viroid HLVd lahko vseeno pomemben vpliv na stanje celic, čeprav se to ne odrazi v 
simptomatiki. 
Kljub temu pa navajamo nekaj potencialnih vzrokov za največjo akumulacijo viroida HSVd, 
pri vzorcih hmelja, okuženh samo z viroidom HSVd. 
Sprva je mogoče, da je izhodiščni material za izolacijo skupne RNA vseboval večjo količino 
viroidov, kar bi pojasnili s postopkom vzorčenja. V sklopu razlag z biološko osnovo smo 
mnenja, da se v primeru, če je viroid HSVd sam v rastlini, najhitreje razmnožuje in 
najpočasneje razgrajuje. Oba procesa sta odvisna od gostiteljevih molekul, ki pridejo v 
interakcijo z viroidom (Flores in sod., 2009). Morda je nukleotidno zaporedje viroida HSVd 
najbolj ugodno za vezavo encimov, ki so vpleteni v proces njegovega podvojevanja, hkrati 
pa najbolj odporno na gostiteljeve obrambne mehanizme. Raziskave sprememb v izražanju 
proteinov, kot posledica okužbe z viroidi CEVd ali viroidom PSTVd, so pokazale, da rastline 
začnejo tvoriti proteine povezane s patogenezo (angl. pathogenesis-related proteins), kot 
elemente splošnega odgovora gostitelja na napad patogena (Conejero in sod., 1990; Pokorn 
in sod., 2017). Kljub temu pa ostajajo funkcije večine teh proteinov v kontekstu obrambe 
pred viroidi nepojasnjene (Owens in sod., 2017). Pri paradižniku okuženem z viroidom 
CEVd so Lisón in sod., (2013) z uporabo GE v dveh dimenzijah in masne spektrometrije 
okarakterizirali 45 proteinov ter pokazali korelacijo med nivojema molekul mRNA in 
pripadajočih proteinov. Kot pomembnejše navajajo endohitinaze, β-glukanaze in proteina 
PR10 in P69G. Pri enojnih okužbah hmelja, bi lahko največjo akumulacijo viroida HSVd 
razložili tudi s tem, da interakcija gostitelja z viroidom HSVd vodi do nastanka manjše 
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količine proteinov povezanih s patogenezo. Po drugi strani pa je zanimivo, da je viroid HSVd 
najmanj zastopan viroid v pridelavi hmelja, čeprav je bil tudi že potrjen v Sloveniji (Radišek 
in sod., 2012). 
Rastlinski obrambni sistem vseeno prepozna molekule viroidnih RNA kot tuje, kar vodi v 
aktivacijo mehanizma RNA interference (angl. RNA interference, RNAi), v katerem glavne 
funkcije opravljajo proteini podobni proteinom dicer (angl. dicer-like; DCLs) ter proteini 
argonavti (angl. argonaute, AGO). V tem odzivu nastanejo v celici velike količine od viroida 
pridobljenih malih interferenčnih RNA (angl. viroid derived small interfering RNAs, vd-
siRNAs), ki so specifičnih dolžin 21, 22 in 24 nt. Tako molekule siRNA kot tudi molekule 
vd-siRNA se lahko vežejo s proteini AGO, ki opravljajo endonukleolitično funkcijo v sklopu 
kompleksa RISC (angl. RNA-induced silencing complex). Molekule vd-siRNA se vežejo na 
tarčne molekule s homolognimi zaporedji, ki pa so lahko molekule zrelih viroidov ali njihovi 
intermediati (Dadami in sod., 2017). To je že bilo dokazano pri virioidih CBCVd in HLVd 
pri hmelju (Pokorn in sod., 2017). Od viroidov pridobljene male molekule RNA (angl. small 
RNAs; sRNAs) lahko vplivajo na pojav bolezenskih znamenj preko neposrednega razreza 
gostiteljevih molekul mRNA ali pa vplivajo na metilacijo njihovih promotorskih regij 
(Owens in sod., 2017). 
Poleg tega ostaja nepojasnjen tudi mehanizem vpletenosti proteinov AGO, glede na to, da 
večina molekul vd-siRNA nima 5'-terminalnega U (Flores in sod., 2017). Rezultati različnih 
raziskav poročajo (Itaya in sod., 2001; Martinez in sod., 2002; Papaefthimiou in sod. , 2001) 
o potencialnem inhibitornem vplivu mehanizma RNA utišanja na okužbe z viroidi v rastlini. 
Zrele molekule viroidnih RNA so neposredna tarča proteinov DCLs, kar vodi v njihovo 
endonukleolitično razgradnjo ter v nastanek molekul vd-siRNAs (Itaya in sod., 2007). Pri 
rastlinah se aberantni transkripti, kot so molekule RNA brez 5' »cap« (angl. five prime cap) 
ali brez 3' poliadeniliranega repka, z od RNA odvisno RNA-polimerazo 6 (angl. RNA-
dependent RNA polymerase 6; RDR6) kopirajo v dvoverižno RNA (angl. double straned 
RNA, dsRNA) (Gazzani in sod., 2004; Luo in Chen, 2007). Kot je znano lahko ds RNA 
vzbudi proces RNAi. Izkaže se, da so molekule viroidov ali njihovi intermediati 
podvojevanja podobni aberantnim molekulam RNA. Di Serio in sod. (2010) so v svoji 
raziskavi opazili, da je encim RDR6 v okuženih rastlinah tobaka povezan z zakasnjeno 
akumulacijo viroida PSTVd. Schuck in sod. (2013) so izvedli in vitro raziskavo, kjer so 
celice tobaka okužili z enoverižnim RNA virusom, Tombusvirus. Ugotovili so, da je 
posledica prekomernega izražanja proteinov AGO vodila v zmanjšanje akumulacije virusa, 
kar pomeni, da je kompleks RISC vpleten v obrambo pred enoverižnimi RNA virusi. S 
stališča, da so viroidi ravno tako strukturno enoverižne molekule RNA, lahko domnevamo, 
da je kompleks RISC vpleten tudi v obrambo pred viroidi. Zaradi svoje izrazite sekundarne 
strukture pa nekateri menijo, da so viroidi odporni na proces post-transkripcijskega genskega 
utišanja (angl. post-transcription gene silencing; PTGS) (Itaya in sod., 2007; Wang in sod., 
2004). Med naravno okužbo je očitno, da nastale molekule vd-siRNA ne vplivajo na popolno 
razgradnjo pripadajočega viroida. Molekule vd-siRNA niso nujno idealni dupleksi, saj lahko 
vsebujejo asimetrične izbokline (angl. asymmetric bulges). Take molekule siRNA naj bi 
lahko spremenile strukturo proteina AGO1, kar omogoča iniciacijo prehodnega utišanja 
(angl. transitive silencing) preko rekrutacije encima RDR6 (Manavella in sod., 2012). 
Prehodnost (angl. transitivity) je pojav povezan s PTGS, za katerega je značilna tvorba 
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sekundarnih molekul siRNA, ki imajo potencial, da utišajo dodatne gostiteljeve gene, kateri 
ne kažejo homologije z zaporedji viroidov (netarčni učinek).  
Viroidi lahko inducirajo tudi spremembe v metilaciji DNA. Pri kumari pride zaradi okužbe 
z viroidom HSVd do indukcije dinamičnih sprememb v metilaciji DNA genov za 
ribosomske RNA (Martinez in sod., 2014). Mehanizem indukcije DNA metilacije preko 
RNA (angl. RNA-directed DNA methylation; RdDM) ni poznan. Trenutni model 
predpostavlja, da molekule siRNA dolge 24 nt vodijo mehanizem RdDM do njihovih tarč 
(Matzke in Mosher, 2014). Spet druge raziskave pa ugotavljajo, da molekule siRNA ne 
vodijo RdDM, vendar so vpletene v vmesni korak tvorbe daljših molekul dsRNA, ki pa 
dejansko vodijo mehanizem RdDM (Dalakouras in sod., 2013). Morda so pozitivni in 
negativni vplivi na akumulacijo viroida HSVd večji oz. manjši, v primerjavi z akumulacijo 
viroida HLVd ali CBCVd. O morebitni biološki vlogi (+) in (−) verigi viroidov v kontekstu 
RNA interference v literaturi nismo zasledili. Dadami in sod. (2017) domnevajo, da proteini 
DCL procesirajo tudi (−) oblike viroidov, čeprav naj bi bila njihova akumulacija bistveno 
nižja v primerjavi s (+) obliko. To potrjujejo tudi naši sekvenčni podatki (Kunej, 
neobjavljeno). 
Naši rezultati qPCR kažejo na to, da je viroid HSVd najbolj občutljiv na prisotnost drugega 
viroida v rastlini, najmanj pa je na prisotnost drugih viroidov občutljiv viroid CBCVd. 
Analizirani sekvenčni podatki tudi kažejo na to, da je viroid CBCVd najmanj občutljiv – 
nivo okužbe se najmanj spreminja med biološkimi vzorci. To kaže na antagonističen odnos 
med viroidi, ko so ti istočasno v rastlini. Iz tega sledi, da je viroid CBCVd najbolj uspešen 
antagonist, ker je najmanj občutljiv na prisotnost drugega viroida. To morebiti tudi razlaga 
njegovo simptomsko agresivnost (Jakše in sod., 2015). Glede na vpletenost mehanizma 
RNA utišanja v obrambno strategijo rastline (Dadami in sod., 2017) in, da pri interakcijah z 
gostiteljem prihaja do tvorbe molekul vd-siRNA, ki se lahko vežejo z drugimi transkripti, 
domnevamo, da bi antagonist lahko preusmeril gostiteljev obrambni proces proti drugemu 
viroidu. Vseeno pa rezultati statističnega testa EDGE na sekvenčnih podatkih govorijo o 
tem, da ni statistično značilne spremembe v nivoju okužbe ali viroida HLVd ali CBCVd med 
različnimi biološkimi vzorci. Na podlagi teh rezultatov moramo zavreči našo drugo 
domnevo, da količina posameznih viroidov med različnimi biološkimi vzorci ne bo enaka. 
V kolikor pa se zanašamo na meritve qPCR in rezultate statističnega testa ANOVA, pa v 
nekaterih primerih opazimo prisotnost statistično značilne razlike. Največkrat jo zasledimo 
pri vzorcih, kjer smo sledili nivoju okužbe z viroidom HSVd. Pravzaprav kadar gre za 
kombinacijo okužbe hmelja, kjer je viroid HLVd dodaten patogen obstoječi kombinaciji 
(samo HSVd ali kombinacija CBCVd in HSVd), ni statistično značilne razlike v nivoju 
akumulacije viroida HSVd. To verjetno pomeni, da je viroid HSVd občutljiv le na prisotnost 
viroida CBCVd, ne pa tudi na HLVd ter, da med slednjim in viroidom HSVd ni 
antagonističnega razmerja. Nasprotno s tem pa pri vzorcih, kjer smo sledili nivoju okužbe z 
viroidom CBCVd, nikjer ni prisotna statistično značilna razlika v akumulaciji viroida. To pa 
bi lahko podpiralo domnevo, da je le-ta najmanj občutljiv oz. najbolj uspešen antagonist med 
vsemi tremi viroidi. Pri sledenju nivoja okužbe viroida HLVd smo mejno statistično razliko 
v spremembi akumulacije opazili samo, kadar sta poleg njega prisotna še oba druga viroida. 
Iz tega bi zaključili, da je občutljivost viroida HLVd manjša od viroida CBCVd in večja od 
viroida HSVd. 
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Krožna pozitivna oblika viroida izkazuje zrelo obliko viroida v celici, linearna negativna 
deluje kot matrica v procesu podvojevanja viroida, njen prepis pa je linearna pozitivna 
veriga. Obe linearni obliki sta multimerni, čeprav v literaturi ni podatkov o tem, koliko enot 
sestavlja takšen multimer. Prisotnost (−) verige viroida hkrati potrdi tudi to, da se viroid v 
rastlinski celici dejansko podvojuje in kopira (Flores in sod., 2014). Glede na to bi 
pričakovali, da bo v stanju okužbe količina pozitivne oblike večja od negativne, kar 
potrjujejo tudi nekateri podatki iz literature (Dadami in sod., 2017). V svoji raziskavi so 
Minoa in sod. (2015) analizirali akumulacijo viroida PSTVd v različnih gostiteljih in 
zaključili, da se negativna oblika viroida nahaja v znatno manjših količinah, v primerjavi s 
pozitivno. Prvi, ki so pokazali na višjo količino (−) verige viroida CBCVd v hmelju so bili 
Matoušek in sod. (2017). Še vedno pa ostaja odprto vprašanje, ali (−) oblika viroida tako 
močno prispeva k patogenosti viroida CBCVd. Skladno z objavo (Matoušek in sod., 2017) 
tudi naše meritve qPCR kažejo, da pri viroidu CBCVd prevladuje (−) oblika, saj je med 
trinajstimi vzorci osem takih, ki kažejo, da je negativne oblike več kot pozitivne. Kar se tiče 
viroidov HLVd in HSVd pa meritve qPCR kažejo nasprotno, torej da je (+) oblike viroida 
več kot (−). Glede na to, da je pozitivna tista, ki izkazuje zrelo obliko viroida, bi lahko 
domnevali, da gostitelj svoje obrambne mehanizme usmeri proti njej, saj negativna oblika 
morda ne predstavlja neposredne grožnje. Feldstein in sod. (1998) so v svoji raziskavi 
pokazali, da (+) veriga predstavlja infektivno obliko viroida vretenatosti krompirjevih 
gomoljev (angl. potato spindle tuber viroid, PSTVd), saj z (−) oblikami niso uspeli 
vzpostaviti okužbe v paradižniku. Na enak način bi lahko pojasnili potencialno korelacijo 
med skupno količino in razmerjem pozitivne ter negativne oblike viroida HLVd. 
Domnevamo, da pozitivna oblika hitreje propada, ker je neposredna tarča gostiteljevega 
odgovora. Po drugi strani pa gre lahko pri tej korelaciji zgolj za naključje, istočasno pa 
podobne korelacije ne opazimo pri ostalih dveh viroidih, zaradi česar je ta domneva samo 
ideja za nadaljnje raziskave. Nasprotno z rezultati qPCR pa skoraj vsi sekvenčni podatki 
pričajo o tem, da je v celici (−) oblike viroida več od (+). Glede na to, da se je v primerih, 
kjer smo posebej obravnavali viroida HLVd (slika 9) in CBCVd (slika 10) večji delež 
odčitkov kartiral na komplementarno referenčno zaporedje, bi bil prvi zaključek, da se 
dejansko v rastlini nahaja več (−) oblike viroida, kot pa (+). Čeprav zaradi različnih bioloških 
ponovitev ne moremo primerjati rezultatov obeh metod za kvantifikacijo, ne smemo 
zanemariti dejstva, da pri sekvenčnih podatkih najbolj izstopa ponovno viroid CBCVd, kar 
bi lahko vzbudilo sum na korelacijo med rezultati obeh metod. Razmerje med oblikami 
verig, ki kaže, da je količina negativne večja od pozitivne, je bilo med drugim tudi eno 
glavnih povodov za to delo. Imamo torej nabor rezultatov qPCR in RNA-seq, na podlagi 
katerih ne moremo niti sprejeti niti zavreči naše domneve o tem, da se v rastlini nahaja več 
pozitivne oblike viroida kot negativne. To kaže na to, da sta tehniki NGS in qPCR morda 
manj ustrezni za preučevanje polarnosti in koncentracije viroidov. Glavni problem je v 
biološkem fenomenu sekvence viroida, ki je v celici hkrati prisoten kot (+) krožna molekula 
ter kot (+) in (−) linearna molekula, ki pa je hkrati sestavljen iz več enot. Obe analizi temeljita 
na prepisu molekule RNA, kjer pa se (+) krožna veriga viroida prepiše v linearno (−) cDNA, 
ki pa je lahko, zaradi izpodrivne aktivnosti reverzne transkriptaze (angl. strand displacement 
activity) multimer. Čeprav so viroidi izredno enostavni organizmi, je njihova patogeneza 
izjemno kompleksna, saj vplivajo na regulatorne dejavnike, na vseh omskih nivojih (Flores 
in sod., 2017). Menimo, da je za preučevanje koncentracije viroidov v rastlinski celici nujna 
nova metoda, ki ne bo vključevala obratne transkripcije in bo sposobna štetja cele molekule 
RNA, čeprav se ta nahaja  v multimerni obliki.  
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6 SKLEPI 
V magistrskem delu smo analizirali različne kombinacije okužb hmelja z različnimi vrstami 
viroidov, pri čemer smo se osredotočili na nivo okužbe vseh in posameznih viroidov ter na 
analize polarnosti oblik viroidov. Eno glavnih izhodišč so predstavljali sekvenčni podatki 
pridobljeni v sklopu projekta z naslovom Analiza odziva rastlin ob hkratnih okužbah 
viroidov in identifikacija odpornosti – L4-6809, katere smo obdelali z orodji za 
bioinformatsko analizo. Zanesljivost teh rezultatov pa smo želeli potrditi z uporabo metode 
RT-qPCR.  
Področje akumulacije viroidov v rastlini, ko gre za hkratne dvojne ali trojne okužbe, je manj 
raziskano v rastlinski virologiji. Kljub temu, da je model podvojevanja viroidov v rastlini 
dobro raziskan in tudi interakcije patogen-rastlina, smo mnenja, da bi se morali usmeriti tudi 
v raziskovanje dejavnikov, ki vplivajo na hitrost razmnoževanja in razgrajevanja viroidov, 
njihove količine in razporeditve po rastlini ter na medsebojne interakcije več patogenov-
rastlina. V luči tega predlagamo aplikacijo metod za natančno določevanje molekul viroidne 
RNA v celici in za študiranje interakcij RNA-RNA ter interakcij RNA-protein. 
Glede na to, da so meritve qPCR kazale na visoko stopnjo variabilnost med biološkimi 
ponovitvami, svetujemo, da zaključke sprejemamo z dovolj strogo stopnjo dvomljivosti. 
Celoten poskus analize kvantifikacije z qPCR bi bilo potrebno izvesti tako, da bi izbrali take 
biološke ponovitve, ki bi kazale na enak nivo okužbe. Šele nato bi primerjali med sabo 
biološke vzorce in samo take vzorce bi uporabili za nadaljnje študije interakcij viroid-
rastlina. To bi izvedli tako, da bi pred sintezo viroidne cDNA vzorcem najprej izmerili titer 
viroidov. Lahko pa bi tudi enostavno povečali število bioloških ponovitev za analizo. Kar se 
tiče vpliva vzorčenja rastlin, bi ga lahko zmanjšali tako, da bi za izolacijo skupne RNA 
vzorčili dele rastlin iz različnih lokacij. S tem in povečanjem števila bioloških ponovitev bi 
povečali stopnjo homogenosti, vendar pa bi izgubili možnost komentiranja o razporeditvi 
viroida po rastlini. Vseeno smo mnenja, da bi s tem povečali stopnjo zanesljivosti navedenih 
vzrokov za opažanja. Po drugi strani pa obdelani sekvenčni podatki niso kazali na tako zelo 
visoko stopnjo variabilnosti bioloških ponovitev. Ponovno gre lahko samo za posledico dela 
z biološkimi sistemi in da so bili vzorci za RNA-seq slučajno tako izbrani. Kakorkoli pa to 
lahko kaže na superiornost metode RNA-seq nad qPCR. 
Metoda qPCR za kvantifikacijo nivoja okužbe se nam glede na dano razlago ne zdi najbolj 
primerna, ker pride do pomnoževanja multimerov pri koraku obratne transkripcije in do 
pojava pomnožkov qPCR daljših dolžin, ki so posledica amplifikacije multimernih tarčnih 
zaporedji v koraku qPCR. To dvoje lahko znatno vpliva na končni rezultat in povzroči 
variabilnost, ki smo jo opazili pri naši raziskavi. Pri kvantifikaciji nas zanima količina 
monomernih enot viroida. Žal pa izključno teh nismo mogli pomnožiti s qPCR na osnovi 
kemije SYBR Green. Zdi se nam, da sama zamenjava kemije, kot sta TaqMan ali »scorpion 
probes« za detekcijo signala ne bi prinesla bolj zadovoljivih rezultatov, saj tudi ta dva 
pristopa ne bi izključila pomnoževanja multimerov. Glede na naravo podvojevanja viroidov 
in glede na to, da nas zanima količina zaporedij viroidov, bi bilo zanimivo poskusiti izvesti 
dodaten korak v sklopu analize RT-qPCR, kot je tretiranje vzorcev izolirane RNA z 
encimom, z endonukleolitično aktivnostjo na specifičnih tarčnih mestih. S tem bi dosegli 
razrez dolgih multimernih zaporedij viroidov v monomerne enote. Od tu naprej bi postopali 
enako kot smo opisali v nalogi. Alternativni pristop k temu bi bil tudi uporaba tehnologije 
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NGS, konkretneje Nanopore sequencing. Slednja omogoča branje bistveno daljših odčitkov 
v primerjavi z ostalimi tehnologijami NGS. Zaporedje viroidov ali celo njihova multimerna 
zaporedja bi lahko prebrali kot en odčitek. Obenem ta tehnologija omogoča tudi pripravo 
zank iz nukleotidnih zaporedij, kar posledično pomeni, da se istemu odčitku večkrat določi 
nukleotidno zaporedje, s čimer se poveča zanesljivost baze na določenem mestu v zaporedju 
(angl. base calling). Metoda ima možnost izvedbe v realnem času, poleg tega pa se podatki 
generirajo v .fastq formatu in so kompatibilni z obstoječimi platformami za bioinformatsko 
analizo. Zaporedja je možno prebrati v obeh orientacijah, na podlagi česar bi lahko študirali 
tudi polarnost viroidov v rastlini. 
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7 POVZETEK 
V sklopu magistrskega dela z naslovom Preučevanje polarnosti različnih viroidov in njihovih 
kombinacij v okuženih rastlinah hmelja  smo želeli preučiti določene aspekte narave 
viroidov in sicer:  
1) nivo akumulacije viroidov v okuženih rastlinah hmelja, 
2) možnost interakcij med viroidi pri hkratnih okužbah hmelja, 
3) polarnost molekul viroidov, ki so lahko (+) ali (−) orientirane. 
Z bioinformatskimi orodji smo tudi obdelali sekvenčne podatke pridobljene v projektu 
»Analiza odziva rastlin ob hkratnih okužbah viroidov in identifikacija odpornosti – L4-
6809«.  
Viroidi so enoverižne molekule RNA z izrazito sekundarno strukturo. Značilno zanje je, da 
ne kodirajo nobenih proteinov, saj je njihov genom dolg le od 246 do 401 nt. Posledično sta 
njihov življenjski cikel in mehanizem patogeneze odvisna od interakcij z gostiteljevimi 
molekulami. Hmelj je gostitelj štirim vrstam viroidov: HSVd, HLVd, AFCVd in CBCVd. 
Slednji je bil identificiran leta 2015 v Sloveniji in povzroča hudo zakrnelost rastlin hmelja 
(Jakše in sod., 2015).  
Zaradi narave viroidov smo za njihovo preučevanje izbrali analitsko metodo obratne 
transkripcije in verižne reakcije s polimerazo v realnem času (RT-qPCR) v dveh korakih. Za 
relativno kvantifikacijo nivoja okužbe smo po enakem principu izmerili tudi nivo izražanja 
referenčnega gena DRH1. Na podlagi meritev qPCR (Cq) smo izračunali nivo akumulacije 
viroidov v različnih bioloških vzorcih (ddCq). Rezultate smo primerjali z rezultati 
bioinformatske obdelave podatkov RNA-seq, oboje pa smo tudi ovrednotili s statističnimi 
testi. Za rezultate qPCR smo uporabili test ANOVA, za obdelane podatke RNA-seq pa test 
EDGE.  
Pokazali smo, da se viroidi v rastlinah razmnožujejo dokler ne dosežejo praga zasičenja, ki 
je verjetno posledica omejenih virov energije gostitelja. Poleg tega smo pokazali različne 
nivoje akumulacije posameznih viroidov pri hkratnih okužbah hmelja, čeprav niso vse 
razlike statistično značilne. Spremembe v nivoju akumulacije pri enojnih in hkratnih 
okužbah so verjetno posledica antagonističnega odnosa med viroidi. Viroid HSVd se je 
izkazal kot najbolj občutljiv, medtem ko je viroid CBCVd najmanj občutljiv na prisotnost 
drugega viroida pri hkratni okužbi. Kar se tiče študije (+) in (−) oblik viroidov pa imamo 
nabor rezultatov, ki kažejo na različne ugotovitve. Nekateri podatki iz literature kažejo na 
to, da pri okužbah prevladuje (+) oblika. Naši obdelani sekvenčni podatki kažejo, da je v 
primeru viroidov HLVd in CBCVd več (−) oblik, pri viroidu HSVd pa je razmerje med (+) 
in (−) približno 1. Rezultati qPCR podpirajo sekvenčne podatke le v primeru viroida 
CBCVd. 
V nadaljevanju tudi razpravljamo o možnostih določevanja količine viroidov z 
alternativnimi pristopi, ki bi temeljili na neposrednem štetju molekul RNA. V luči tega smo 
mnenja, da je v ta namen potrebno uporabiti tehnologijo NGS in sicer Nanopore sequencing. 
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Nukleotidna zaporedja genomov obravnavanih viroidov 
• Hmeljev latentni viroid (HLVd) 
Hop latent viroid sequence 
GenBank: X07397.1 






• Viroid razpokanosti lubja agrumov (CBCVd) 
Citrus bark cracking viroid isolate Hl-2, complete sequence 
GenBank: KM211547.1 







• Viroid zakrnelosti hmelja (HSVd) 
Cucumber pale fruit viroid (CPFV) RNA 
GenBank: X07405.1 
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Hop latent viroid sequence 
Sequence ID: X07397.1 Length: 256 Number of Matches: 1 
Range 1: 107 to 189 GenBank Graphics Next Match Previous Match 
Alignment statistics for match #1 
Score  Expect Identities Gaps  Strand 
154 bits(83) 6e-43 83/83(100%) 0/83(0%) Plus/Minus 
Query  1    TTTCCAACTCCGGCTGGTGTGAAGAAGGAGCCGTTCCACGCAGGACGCGAACAAGAAGAA  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  189  TTTCCAACTCCGGCTGGTGTGAAGAAGGAGCCGTTCCACGCAGGACGCGAACAAGAAGAA  130 
Query  61   GCCGAAGCAACTTCAGGTCGCCG  83 
            ||||||||||||||||||||||| 




Hop latent viroid sequence 
Sequence ID: X07397.1 Length: 256 Number of Matches: 1 
Range 1: 120 to 223 GenBank Graphics Next Match Previous Match 
Alignment statistics for match #1 
Score  Expect Identities Gaps  Strand 
180 bits(97) 1e-50 102/104(98%) 1/104(0%) Plus/Minus 
Query  1    AGCTCGGCGCTCAAAAGTTGTATCCACCGGGTAGTTTCCAACTCCGGCTGGTGTGAAGAA  60 
            |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  223  AGCTCGGCGCTCAAGAGTTGTATCCACCGGGTAGTTTCCAACTCCGGCTGGTGTGAAGAA  164 
Query  61   GGAGCCGTTC-ACGCAGGACGCGAACAAGAAGAAGCCGAAGCAA  103 
            |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 




Citrus bark cracking viroid isolate Hl-2, complete sequence 
Sequence ID: KM211547.1 Length: 284 Number of Matches: 1 
Range 1: 112 to 190 GenBank Graphics Next Match Previous Match 
Alignment statistics for match #1 
Score  Expect Identities Gaps  Strand 
147 bits(79) 6e-32 79/79(100%) 0/79(0%) Plus/Plus 
Query  2    TCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACA  61 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  112  TCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACA  171 
Query  62   TCCGATCGTCGCTTCTTCC  80 
            ||||||||||||||||||| 
Sbjct  172  TCCGATCGTCGCTTCTTCC  190 
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Citrus bark cracking viroid isolate Hl-2, complete sequence 
Sequence ID: KM211547.1 Length: 284 Number of Matches: 2 
Range 1: 1 to 160 GenBank Graphics Next Match Previous Match 
Alignment statistics for match #1 
Score  Expect Identities Gaps  Strand 
279 bits(151) 3e-71 157/160(98%) 2/160(1%) Plus/Plus 
Query  144  CTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGA  203 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    CTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGA  60 
Query  204  GGGATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCG  263 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   GGGATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCG  120 
Query  264  KCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCT-CCT-CCATCG  301 
             |||||||||||||||||||||||||||| ||| |||||| 




Cucumber pale fruit viroid (CPFV) RNA 
Sequence ID: X07405.1 Length: 301 Number of Matches: 1 
Range 1: 129 to 231 GenBank Graphics Next Match Previous Match 
Alignment statistics for match #1 
Score  Expect Identities Gaps  Strand 
185 bits(100) 3e-52 102/103(99%) 0/103(0%) Plus/Minus 
Query  2    GTGATGCCACCGGTCGCGTCTCACTCGAAGAGCCAGGAGAAGGTAAAAGAAGAAGGGACG  61 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  231  GTGATGCCACCGGTCGCGTCTCACTCGAAGAGCCAGGAGAAGGTAAAAGAAGAAGGGACG  172 
Query  62   ATCGATGGTGTTTCGAAGCAGAAGCCTCTACTCCAGAGCATCG  104 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 





Cucumber pale fruit viroid (CPFV) RNA 
Sequence ID: X07405.1 Length: 301 Number of Matches: 2 
Range 1: 166 to 301 GenBank Graphics Next Match Previous Match 
Alignment statistics for match #1 
Score  Expect Identities Gaps  Strand 
246 bits(133) 3e-70 135/136(99%) 0/136(0%) Plus/Plus 
Query  1    ATCGATCGTCCCTTCTTCTTTTACCTTCTCCTGGCTCTTCGAGTGAGACGCGACCGGTGG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  166  ATCGATCGTCCCTTCTTCTTTTACCTTCTCCTGGCTCTTCGAGTGAGACGCGACCGGTGG  225 
Query  61   CATCACCTCTCGGTTCGTCTTCCAACCTGCTTTTTGTCTATCTAGGCCTCTGCCGCGGAT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct  226  CATCACCTCTCGGTTCGTCTTCCAACCTGCTTTTTGTCTATCTAAGCCTCTGCCGCGGAT  285 
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Query  121  CCTCTCTTGAGCCCCT  136 
            |||||||||||||||| 
Sbjct  286  CCTCTCTTGAGCCCCT  301 
Range 2: 1 to 40 GenBank Graphics Next Match Previous Match First Match 
Alignment statistics for match #2 
Score  Expect Identities Gaps  Strand 
75.0 bits(40) 1e-18 40/40(100%) 0/40(0%) Plus/Plus 
Query  137  CTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGCATGGGCAAGCAAAGAAA  176 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    CTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGCATGGGCAAGCAAAGAAA  40 
